UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Estructura poblacional
y mecanismos de resistencia a antibioticos en
Campylobacter jejuni aislados en humanos y aves

Yaidelys Iglesias Torrens

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: |§ @@@; http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

BY NC ND

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: !: ®®0Q http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

BY NC HND

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set
by the following Creative Commons license: !: @@@; https://creativecommons.org/licenses/?lang=en

BY NC ND




Estructura poblacional
'y mecanismos de resistencia a antibioticos en

Campylobacter jejuni
aislados en humanos y aves
Yaidelys Iglesias Torrens

TESIS DOCTORAL

Directores
Dr. Ferran Navarro
Dr. Elisenda Miro

Departamento Genética y Microbiologia

Facultad de Biociencias. : Universitat Autonoma
Barcelona, Julio 2018 &S de Barcelona



UnB

Universitat A utonoma
de Barcelona

Estructura poblacional y mecanismos de resistencia a
antibioticos en Campylobacter jejuni aislados en
humanos y aves

Tesis doctoral

Yaidelys Iglesias Torrens

Directores

Dr. Ferran Navarro
Dra. Elisenda Miro6

Departamento de Genética y Microbiologia, Facultad de Biociencias
Barcelona,

Junio, 2018






UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

Estructura poblacional y mecanismos de resistencia a
antibioticos en Campylobacter jejuni aislados en
humanos y aves

Tesis doctoral presentada por Yaidelys Iglesias Torrens para optar al
grado de doctor en Ciencias en el programa de Doctorado de Microbiologia
del Departamento de Genética y Microbiologia de la Facultad de
Biociencias de la Universidad Autonoma de Barcelona bajo la direccion de
los doctores en ciencias Dr. Ferran Navarro y Dra. Elisenda Miro y la

tutoria del Dr. Ferran Navarro.

Barcelona, 2018






HOSPITAL DE LA
SANTA CREU 1

SANT PAU

UNIVERSITAT AUTONCGMA DE BARCELONA

El Dr. Ferran Navarro Risueiio, facultativo adjunto del Servicio de Microbiologia del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y profesor asociado del Departamento de
Microbiologia y Genética de la facultad de biociencias de la Universidad Autonoma de
Barcelona como director y tutor de la tesis y la Dra. Elisenda Miré Cardona, técnico
de laboratorio del Servicio de Microbiologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

como directora de la tesis

Certifican que:

La memoria titulada “Estructura poblacional y mecanismos de resistencia a antibioticos
en Campylobacter jejuni aislados en humanos y aves” presentada por Yaidelys Iglesias
Torrens para obtener el grado de doctor en Microbiologia, se ha realizado bajo sus

direcciones y tutoria.

Para que asi conste, y para los efectos oportunos firman el presente documento en

Barcelona, 22 de junio de 2018.

Dr. Ferran Navarro Risueiio Dra. Elisenda Mir6 Cardona

Director y tutor Directora

Yaidelys Iglesias Torrens

Doctoranda












AAhrt Eonatoin


https://frasesmotivacion.net/frase/109#qpt
https://frasesmotivacion.net/frase/109#qpt




AGRADECIMIENTOS






A lo largo de estos tres afios de trabajo duro, adaptaciones répidas, de manera muy

brusca y contando solo con un pedacito de mi familia cerca, quisiera agradecer a:

Mis directores de tesis, el Dr. Ferran Navarro y la Dra. Elisenda Mird, por el
conocimiento brindado y el tiempo dedicado a mi aprendizaje asi como por lograr que
acogiera con vivo interés el fascinante mundo de la biologia molecular. Ademas de
brindarme siempre su ayuda en todos los aspectos, tanto en la parte laboral con las
revisiones, las ideas nuevas, las lineas para siempre ampliar y desarrollar la
investigacion en curso, asi como las tantas correcciones en todos los documentos
presentados para lograr siempre el mejor de los resultados. También gracias por
ayudarme en el aspecto personal, ya que vivieron conmigo los buenos y malos

momentos, siempre dandome apoyo y mucho animo.

Al jefe del Servicio de Microbiologia, el Dr. Pere Coll, por su ayuda en todas las
sesiones investigativas, donde con su amplio conocimiento siempre me incitaba a una

mejor preparacion.

Al Dr. Carlos Balsalobre y la Dr. Cristina Madrid del Departamento de Genética,
Microbiologia y Estadistica de la UB, por permitirme ser parte del proyecto y ayudarme
siempre en los documentos que envidbamos a congresos y a revistas para publicacion,

mostrando una detallada y constructiva revision.

A Carmen Mufioz, por ser parte del proyecto y siempre ayudarme en las revisiones de
los documentos enviados a congresos y el interés mostrado por el curso de la
investigacion. También le agradezco por haberme acogido durante semanas en la lectura

de copros en el laboratorio de microbiologia, lo cual hacia siempre con una sonrisa.

A Teresa Llovet, por su tiempo dedicado en ensefiarme en la elaboracion de los
antibiogramas, la diferenciacion de especies en Campylobacter y por haberme brindado

serenidad y fe en que los cultivos crecerian hasta el ultimo momento.

También quisiera agradecer a los chicos del laboratorio de enfermedades infecciosas del
ISS, Roma, Italia; en especial a la Dr. Ida Luzzi por aceptar mi estancia y a la Dr.
Alesandra Carattoli, la cual se responsabilizd de mi estancia al retiro de Ida. Agradecer
a Aurora, mi apoyo en el idioma, en lo personal y en lo laboral durante mi paso por el
ISS, que a pesar de sus pocas horas de contrato siempre buscaba un hueco para

explicarme procedimientos, responder mis inquietudes y ensefiarme cuanta técnica o



procedimiento me podria servir para el futuro. A Saverio, por ensefiarme el mundo de la
serotipificacion de Sa/monella y hablarme en italiano siempre, aunque no lo entendiera.

También agradecer a Ana Maria, [ldo, Claudia, Sergi, Laura y Daniela.

A Maria Josep Mas, del departamento de Gestion de Microbiologia de la UAB, por
apoyarme desde que estaba en Cuba, y aun sin conocerme, me brindé su apoyo,

informacion y solidaridad.

A Alba Rivera por ayudarme con el lector de placas cuando este se cansaba de mis
tantas lecturas, ademds de ensefiarme tanto de antibidticos y estar siempre dispuesta a

ayudarme en las nuevas técnicas que se nos ocurrian.

También agradecer a Pedro Girado, de la UB, del cual necesité su ayuda en cuanto a la
coleccion de cepas y nunca dudd en brindarmela. Ademas, agradecer a todo el personal
de rutina de microbiolgia del Hospital Sant Pau, los cuales me ayudaron en mi paso por

sus instalaciones.

También quisiera agradecer a mis compis del Pavellon 17!!! Los que han vivido cada
dia conmigo mis resultados, frustraciones, logros y parte importante de mi vida

personal, como lo fue mi boda.

Gracias a Paula, Ely, Laura, Montse, Ana, Marc, Judith y Alba por esa increible, calida
y divertida despedida de soltera, por los regalos, los pica picas compartidos, las salidas a
comer churros con chocolates, a las comidas de fin de navidad y a las sobremesas de

cada dia después de comer.

Gracias a mi amiga Paula, con la cual me senti identificada desde el inicio, por ser de mi
misma zona, por brindarme siempre su apoyo, consejos y amistad sobretodo. Por darme
siempre una palabra de apoyo en los momentos dificiles y ademés por haber tenido la
suerte de contar con su compafiia en Italia, donde las dos nos sentiamos solas en un pais

ajeno.

Gracias a Ely, que siempre la molestaba al llegar al laboratorio, sobre las 8 de la
mafiana, alli compartiamos momentos de trabajo, de la vida y de suefios que ya hoy se

han hecho realidad.

Gracias a Montse, mi compafiera después de las 18 horas en el laboratorio, por su

incondicional ayuda con cualquier técnica, equipo, material, ordenador y por sentarse



siempre a mi lado a la hora de comer, por estar dispuesta en todo momento a brindarme

su apoyo.

Gracias a Laurita, que me ensefio todo desde que llegué, los procedimientos, las mafas
con los equipos, ademds de estar siempre al tanto de los primeros resultados. También

agradecerle por sus conversaciones conmigo y sus chistes locos y graciosos.

Gracias a Marc, por ayudarme tanto con Bionumerics al inicio de todo, por su

disposicion siempre.
Gracias a Ana, por su nobleza y sinceridad ante todo.

Gracias a Alba, por los momentos compartidos en el laboratorio y fuera de ¢l en las

salidas del grupo.
Gracias a Judith, por sus ocurrencias a la hora de comer y hacer amena la tarde.

También quiero agradecer a mi amigo Tomas, sin su apoyo no hubiese sido posible
continuar esta carrera de tantos obstaculos. Siempre con un mensaje de animo desde la

distancia, fue una de las gotas que tanto me ayudo a seguir hacia delante.

Por ultimo y no menos importante a mi familia, a mi hermano por sus consejos, apoyo y
por hacer que no me sintiera sola ni desamparada. A mi cufiada, por la inmensa ayuda
brindada en todos los sectores, haciéndome participe de su casa como otra hermana
mas. A mi bella sobrina, tan dulce y noble, la cual cada dia me esperaba detras de la
puerta con una sonrisa y un abrazo para su fita yaide. Gracias por permitirme formar

parte de sus vidas durante casi tres afios.

A mis padres, que aunque estén en Cuba siempre han estado a mi lado, con su corazén y
pensamiento, al tanto de cada detalle, siempre con palabras de 4nimos y con la

esperanza mas vigente y firme que la mia propia.

Termino agradeciendo a la persona que empezé este duro proceso siendo mi novio, el
cual ahora es mi esposo y sin el cual no hubiese tenido fuerzas para seguir. Desde la
distancia fue mi motor impulsor, mi amigo, mi confidente, mi consejero, siempre con
palabras de apoyo aunque la situacidon se tornara dificil. Gracias amor, por nunca
cansarte de mis coletillas durante los primeros meses en Espafia. Convencida estoy que

juntos lograremos mas cosas de lo que hasta ahora hemos logrado.






Este estudio fue financiado por el Instituto de Recerca del Hospital de la Santa Creu i

Sant Pau y por el Ministerio de Economia y Competitividad de Espafia (otorgado

AGL2013-45339R).






INDICE

INDICE DE TABLAS.....ccmitiiireiereieeeisessesesssesssses s sssssssssessssssssssessssesssssesssssssens \%
INDICE DE FIGURAS .....covstvimriemriimreieeseesessessessses s ssssssssssessssessssessssssssssessssnees VI
ABREVIATURAS ...ttt sttt et sttt st ae s VIII
RESUMEN ...ttt ettt ettt et sttt sttt et e et e sbe et e sarenaeennean X
SUMMARY .ottt ettt et sb ettt a et e e b enee XV
1. INTRODUCCION......couriimrmimeimneeeseessssessesesssssssesssssssssssssssssssessssesssssesssssssens 1
1.1 El g€nero CampyloBACTer ..............ccueecuieieeeeiiieiieeiieeeieeie et 3
L.1.1 TAXOMOMIA. ..ceueteiiieiiiieiie ettt et ettt e e 3
1.1.2 Caracteristicas GENETaAlES ...........ccceeriieiiieiiieiieeie ettt 3

1. 1.3 TA@NTHICACION. .....eieiiieitieeiie ettt ettt ettt e e e 5

1.2, CampiloDaCtETIOSTS. . ..vveeeiieeeiiieeiieeeieeeeieeeetee e et e e s beeesaeeesabeeesareeessseeesseeensseeennns 6
1.2.1 Infecciones causadas por especies de Campylobacter .................ccceveuveuenee. 6
1.2.2 Epidemiologia de la campilobacteriosis. ..........ceecueeriieriieenieeiiienieeieesieeeeen 7
1.2.3 RESEIVOTIOS ...uteieutieiieeiiieeite ettt et e ettt e st et e e bt et e sabeesaeeenbeesseeenbeesaeeenseeneeas 9
1.2.4 Vias de trasmiSION ........cevueeriieniieeiiesiie ettt ettt ettt et e s ene 13
1.2.5 Factores de virulencia asociados a Campylobacter...................cccovevcuenuenc. 14

1.3. Tratamiento de las gastroenteritis provocadas por Campylobacter. Papel de los

antimicrobianos en la cadena de produccidn alimentaria ...........ccoceeverevereenienieneenne. 19
1.4. Epidemiologia molecular de Campylobacter ..............ccccocucvevvirvcnecnencennenne. 21
1.5. Resistencia antimicrobiana en cepas de Campylobacter .................cccccecuenneenn.. 25
1.5.1 BetalaCtaAmiCOS . ..eeiueieuiieiiieiiesiie ettt ettt ettt saee e e eae e 28
1.5.2 TetraCiCliNas ........eeeuiieiieiiieiieeie ettt ettt e e s e e 31
1.5.3 QUINOIONAS ...oeeiiiiiieeeeiieee et ettt e et e e e et e e e e e eaareeeeeaaaeeeeennns 32
1.5.4 AMINOGIUCOSIAOS. ...c.uviieiiiieiiie ettt e eenaee e 34
1.5.5 MACTOIIAOS ..coueieiiiieiieeiteeete ettt e 36
L.5.6 FENICOLES. ....eeiiiiiitieie ettt sttt 37
1.5.7 FOSTOMICING .....eeiiiiiiiieiieiie ettt st e 39

2. OBIETIVOS ... ettt ettt sttt e et e e e seenbeenteeneenes 41
2.1 ObjJetivOs ESPECITICOS ...vviiriiieeiiieeiiie ettt ettt ee e ee et e e e e sebeeesaseeenaeeens 43
3. MATERIALES Y METODOS.......cctriimiiimreimreeseeesnsesssssssessssssssssssssesesssssssnns 45
3.1, Cepas del €StUAIO ...cuviieeiieeeiie et e 47
3.1.1 Aislamiento € 1dentificacion..........ccevuieiiiriiiiiieniieee e 48



3.2. Estudio de la sensibilidad ...........ccceeieriiiiiniiniiiiieeeeeee e 48
3.3. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) .......ccccoocvviiiiiiieiiiniieie, 49
3.3.1 Preparacion de insertos, lisis y 1avado .......ccoeeveviieiiinciiiiiieiieeeee 51

3.3.2 Digestion con enzimas de baja frecuencia de corte, condiciones de corrida del

21 dE lECtIOTOTESIS. . uvieiiieiieeiii ettt ettt et e s ebeeeaae e 52
3.3.3 Tincidn, visualizacion y andliSis .......c.ccceeveveeriieriieniieeieeieeeie e seee e enne 53
3.4. Multi Locus Sequence Typing (MLST) ......coceevieiieiiieiieeieeeeeeeee e 53
3.4.1 Extraccion del ADN ZENOMICO ......ceevieruierieeiiieniieiieereeieeeieeseeseneeseesave e 54
3.4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)........cccceevviiiiiiiiiiiiicieceiee, 54
3.4.3 Purificacion y secuenciacion de los amplificados........ccoeeveeieeciienieeciiennnnene. 57
3.4.4 ANALISIS e dAtOS......coiviiiiiiieiieie et 58
3.5. Deteccion molecular de los mecanismos de resistencia a antibioticos................ 58
3.5.1 Deteccién de genes de resistencia mediante PCR...........cccoevciieiieiiiiiiiennnnnne, 58
3.5.2 Localizacion de los genes de reSiStencia........c.veeveerveerveerieenieenneenreeneeeseneenns 58
3.5.2.1 PFGE con endonucleasa S1.........cccccooiiiiiiiiiiiniieieeeeeeeee e 58
3.5.2.2 Transferencia e hibridacion ............cccooceeiiiiiiiiiienieeiee e 63

3.6. Whole genome sequence (WGS) ......oocueeieiieiiieiieeeeeeeeeee e 67
3.7. ANALISIS €STAAISTICO ...eevueieiieiiiieiie ettt et sttt st 73
RESULTADOS ...ttt ettt sbe e ebe e 75
4.1 Cepas de ESTUAIO ......ovueeierieriieieeiee et 77
4.2. Determinacion de la relacion clonal y filogenética entre las cepas de C. jejuni
obtenidas de los tres Ambitos de estudio........ccceeeeruieriiriiiniiniiie 78
4.2.1 Analisis de la clonalidad mediante la técnica de campo pulsado (PFGE) ..... 78
4.2.2 Analisis de la estructura poblacional mediante la técnica de MLST ............. 84

4.3. Perfil de sensibilidad y deteccion de genes de resistencia a antibidticos en

muestras aisladas de humanos, pollos y aves salvajes......c..ccocevevieniivcnicncnnicnnenne. 91
4.3.1 Estudio de la sensibilidad antimicrobiana.............ccocceeevueenieeiieniienieenieeens 91
4.3.2 Deteccion de 1os mecanismos de reSiStencia........oovereevereenierieeneeneenueneenne 95

4.3.2.1 Resistencia @ ampiCiling .......ccceeecueeriieriiienieniieiecee et 95
4.3.2.2. Resistencia a tetracicling ...........cocceeverienieiinienieecieneeeeeeee e 98
4.3.2.3 Resistencia a aminoglucOSidos ..........cevueeeiierieriiienieeiierie e 100
4.3.2.4 Resistencia a qUINOLONAS........cccueeeriieerieeeiieeeiie e eeree e eaee e 101

4.4. Secuenciacion masiva (WGS) en una seleccion de cepas aisladas de muestras de
humanos, pollos y aVes SAVAJES ......ceoveeiiiieriiieiieie et 102

II



4.4.1 ResiStencia @ antiDIOTICOS «.oeeveevieirereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeereeeeeeereeerereeeees 109

4.4.2 Identificacion de plasmidos y genes de virulencia mediante las web
PlasmidFinder, VirulenceFinder y vidb respectivamente ............c.cccceeveeeruvennee. 114

4.4.3 Comparacion de los resultados entre las técnicas convencionales y el WGS115

5. DISCUSION ......oooiieieeeeeeeeeeeeee e see et es s s 119
6. CONCLUSIONES .......oviiiieieeieeeeeeeeeeeee e 141
6. CONCLUSIONS ......oovimieieeeeeeeee e eeeee e 145
7. REFERENCIAS ..o 149
8. ANEXOS ...t 179

Anexo 1: Caracteristicas de las cepas aisladas de muestras de pacientes atendidos en
el Hospital de la Santa Creu I Sant Pau en el afio 2014 segun la edad y el género. . 181

Anexo 2: Caracteristicas de las cepas aisladas de muestras de pollos segun su
ubicacion en granjas y lugar de procesamiento. ..........cccveeveerieeiieenieenieeneeenieennneenns 182

Anexo 3: Caracteristicas de las cepas aisladas de muestras de aves salvajes segln la
especie y el sitio de aiSlamiento. ..........cccueeriieriieriieeieeeece e 183

Anexo 4: Relacion de alelos, ST, complejos clonales y perfiles de PFGE Sma-Kpnl
de las cepas aisladas de muestras de humanos. .........ccccceeveeeciiieniieeccie e, 184

Anexo 5: Relacion de alelos, ST, complejos clonales y perfiles de PFGE Sma-Kpnl
de las cepas aisladas de muestras de pollos. ........cceeevvieeiiiiieiiieecie e, 185

Anexo 6: Relacion de alelos, ST, complejos clonales y perfiles de PFGE Sma-Kpnl
de las cepas aisladas de muestras de aves salvajes. .......cccceveeviriiiniinieicnicnenne 186

Anexo 7: Population structure, antimicrobial resistance and virulence-associated
genes in Campylobacter jejuni isolated from three ecological niches: gastroenteritis
patients, broilers and Wild birds. ..........cccooiiiiniiniiiiii 187

III



1A%



INDICE DE TABLAS

Tabla 1:

Tabla 2:

Tabla 3:

Tabla 4:

Tabla 5:

Tabla 6:

Tabla 7:

Tabla 8:
Tabla 9:

Tabla 10:

Tabla 11:

Tabla 12:

Tabla 13:

Tabla 14:

Tabla 15:

Tabla 16:

Tabla 17:

Tabla 18:

Tabla 19:

Tabla 20:
Tabla 21:

Clasificacion y mecanismos de accion de los antibioticos incluidos en
este estudio.

Mecanismos de resistencia a antibidticos descritos en cepas de C. jejuni
y genes involucrados.

Antibioticos testados por difusion en agar mediante la técnica de disco
difusion y puntos de cortes segun los criterios de CLSI y EUCAST.
Relacion de cebadores utilizados para la amplificacion por PCR-MLST
segiin pubMLST.org/campylobacter/

Relacion de cebadores utilizados para la reaccion de secuenciacion de
los siete genes housekeeping segin pubMLST.org/campylobacter/
Mecanismos de resistencia a antibiotico estudiados.

Relacion de cebadores utilizados en el estudio.

Reactivos utilizados en el kit DIG para la realizacion de las sondas.
Cepas analizadas por WGS.

Clones presentes en las 146 cepas digeridas con la enzima Smal y con la
combinacion de las enzimas Smal-Kpnl.

Distribucion de secuencia tipo (ST) y complejos clonales por cada
poblacioén estudiada.

Relacion de secuencias tipos (ST), complejo clonal y Singletons (S)
segun la procedencia de las muestras aisladas de ciego de pollo.
Relacion de secuencias tipos (ST), complejo clonal y Singletons (S)
segun la procedencia de las muestras aisladas de aves salvajes.
Frecuencia de los distintos perfiles de sensibilidad encontrados en las
150 cepas de C. jejuni.

Complejos clonales, Secuencias tipos (ST), Singletons y perfil de
resistencia a antibidticos en las 150 cepas aisladas de muestras de
humanos, de pollos y de aves salvajes.

Frecuencia del gen blapxa en las 150 cepas de C. jejuni aisladas de
muestras de humanos (H), pollos (B) y aves salvajes (W).

Presencia de los genes tetO y tetA en las 50 cepas de C. jejuni aisladas
de aves salvajes.

Localizacion del gen tetO en las cepas de C. jejuni aisladas de humanos
y aves salvajes.

Presencia de los genes aph(3°)-Illa y ant(6)-la en cepas de C. jejuni
resistentes a aminoglucésidos.

Pardmetros de calidad obtenidos en las cepas analizadas mediante WGS.
Diferencias en la numeracion de los alelos y ST al comparar los
resultados obtenidos de la técnica de MLST convencional con los
obtenidos mediante WGS, los cuales se analizaron a través de la
utilizacion del software BioNumerics v7.6.3.



Tabla 22:
Tabla 23:

Tabla 24:

Tabla 25:

Tabla 26:

Tabla 27:

Distancia genética obtenida por WGS.

Relacion de genes de resistencia adquiridos identificados mediante
ResFinder.

Cepas con genes de resistencia a antibidticos identificados mediante
ResFinder y discrepantes a las identificadas o no mediante PCR.
Mecanismos de resistencia a antimicrobianos detectados por ResFinder
mediante WGS.

Genes de virulencia identificados mediante la web VirulenceFinder
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/).

Numero de cepas que concuerdan o no en la informacion resultante de
las técnicas convencionales y la obtenida mediante la utilizacion de la
informacion de todo el genoma.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1:
Figura 2:

Figura 3:
Figura 4:

Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:
Figura 11:
Figura 12:
Figura 13:
Figura 14:

Figura 15:
Figura 16:

Microscopia electronica de C. jejuni.

Incidencia y prevalencia de campilobacteriosis provocado por
C. jejuni/C. coli.

Vias de trasmision y reservorios de Campylobacter spp.

Interaccion de la célula con algunos factores de patogenicidad presentes
en cepas de C. jejuni.

Flujo de procesos dentro de la técnica de transferencia e hibridacion.
Flujo de trabajo de la técnica de WGS.

Dendograma de los patrones de Smal de las cepas de C. jejuni aisladas
de muestras de humanos, pollos y aves salvajes.

Dendograma de los patrones de Sma y Kpnl de las cepas de C. jejuni
aisladas de muestras de humanos, pollos y aves salvajes.

Distribucion de complejos clonales segun la edad de los pacientes que
sufrieron gastroenteritis

Diagrama de Venn y Minimum spannig tree segun la distribucion de las
tres poblaciones del estudio.

Perfil de resistencia a antibioticos en las cepas de C. jejuni estudiadas.
Alineamiento de las secuencias blapxs.s; (HO1) y blapxs.1s4 (W09).
PFGE-S1 hibridaciéon con sonda fetO de algunas de las cepas de
C. jejuni aisladas digeridas con la enzima S1.

PFGE-S1 hibridacion con sondas aph(3°)-Illa (A) y ant(6)-la (B) en
cepas resistentes a aminoglucdsidos digeridas con la enzima S1.
Agrupacion de las 48 cepas analizadas mediante WGS.

Minimum Spanning Tree de las 48 cepas estudiadas.

VI



VI



ABREVIATURAS

ADN:
AMC:
AME:
AMP:
APC:
aspA:
ASPB:
ATB:
BLAST:
BLEE:
CDC:
CDT:
CFA:
CGE:
cgMLST:
CHL:
CIP:
CLSI:
CMI:
CReSA:
dNTP:
EFSA:
ERY:

EUCAST:

FOS:
G:
glnA:
gltA:
glyA:
IMP:
K:
LOS:
mCCDA:
MDR:
MLST:
MST:
NAL:
NGS:
NTA:
ORF:
PBP:

acido desoxirribonucleico
amoxicilina-acido clavuldnico

enzimas modificadoras de aminoglucésidos
ampicilina

antimicrobiano promotor del crecimiento
aspartasa

Agencia de Salud Publica de Barcelona
antimicrobiano

Basic Local Alignment Search Tool
Betalactamasas de Expectro Extendido
Center for Desease Control and Prevention
citotoxinas de distension

Campy Food Agar

Center for Genomic Epidemiology

core genome MLST

cloranfenicol

ciprofloxacina

Clinical and Laboratory Standard Institute
Concentracion Minima Inhibitoria

Centro de Investigacion de Salud Animal
Deoxynucleotide tri-phosphate

European Food Safety Authority
eritromicina

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

fosfomicina

gentamicina

glutamina sintetasa

citrato sintetasa

serina hodromexil transferasa
imipenem

kanamicina

lipooligosacaridos

modified Charcoal Cefoperaxone Deoxycholate Agar
multidrogorresistencia
MultiLocus Sequence Typing
Minimun spanning tree

acido nalidixico

Next Generation Sequencing
Non-therapeutical antimicrobial
Open Reading Frame

Penicillin binding proteins

VIII



PCR:
PFGE:
pgm:
PRA:
QRDR:
RND:
RPP:

ST:

TA:

TBE:
TET:

tht:

UE:
uncA:
wgMLST:
WGS:

reaccion en cadena de la polimerasa
Pulsed Field Gel Electrophoresis
fosfoglucomutasa

perfil de resistencia antimicrobiana
quinolone-resistence determining region
resistance nodulation-cell division
ribosomal protection protein
estreptomicina

Singletons

Secuencia Tipo

temperatura de hibridacion
Tris-Borate-EDTA

tetraciclina

Transcetolasa

Union Europea

subunidad alfa de la ATP sintasa
whole genome MLST

Whole Genome Sequencing

IX



RESUMEN



X1



Campylobacter jejuni es considerado uno de los principales patégenos que causan
gastroenteritis, sobre todo en paises industrializados. Para el control de las infecciones
causadas por este patdgeno y debido a la prevalencia de las cepas multirresistentes, las
cuales estan aumentando, se precisa un seguimiento de los clones predominantes, pues
algunos de ellos estan relacionadas con la multiresistencia antibiotica. Es por ello que en
nuestro estudio, a partir de 150 cepas aisladas de muestras humanas, pollos de engorde
y aves salvajes, se definieron los siguientes objetivos: determinar la estructura
poblacional mediante el campo pulsado (PFGE) y multilocus sequence typing (MLST));
determinar la sensibilidad de estas cepas a diferentes antibioticos mediante la técnica de
disco-difusion y detectar los mecanismos de resistencia descritos para estos
antimicrobianos mediante PCR y secuenciacion Sanger. Ademas, se evaluo la técnica de
secuenciacion masiva (WGS), a partir de la seleccion de 48 cepas, como técnica

substitutiva de las mencionadas anteriormente.

Los resultados de PFGE muestran una gran diversidad clonal. De las 146 cepas
estudiadas se obtuvieron 137 pulsotipos, 4 de los cuales representaron clones que
incluian entre 2 y 6 cepas. De los 4 clones, s6lo se encontraron datos epidemiologicos
que relacionaran las cepas en el clon 1, que corresponde a una contaminacion de 6 cepas

aisladas de pollos de engorde procesados en un mismo matadero.

Mediante el MLST, de las 150 cepas analizadas, se obtuvieron 64 secuencias tipo (ST),
agrupadas en 21 complejos clonales y 12 singletons. En este estudio, se describieron por
primera vez cinco nuevos alelos (g/nA-619; gltA-526; glyA-690; pgm-859 y uncA-544),
todos pertenecientes a la cepa W53, y seis nuevas secuencias tipos: ST-8479 en
humanos, ST-8498 en pollos, y ST-8511, ST-8512, ST-8513 y ST-8514 en aves

salvajes.

De las 64 secuencias tipo, 16 fueron exclusivamente encontradas en muestras aisladas
de humanos, 14 en pollos y 21 en aves salvajes. Ademas, diez ST se identificaron en las
cepas aisladas tanto de muestras de humanos como de pollos, y s6lo tres fueron
coincidentes en las tres poblaciones (ST-45, ST-48 y ST-354). Los ST mas prevalentes
(ST-21, ST-206, ST-353 y ST-607) fueron los identificados en las cepas aisladas de
muestras de humanos y de pollos, mientras que los ST identificados en la mayoria de las
cepas aisladas de aves salvajes (ST-179 y ST-1275) fueron diferentes a los identificados

en estas dos poblaciones.
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En C. jejuni se observo un 71.3% de resistencia a tetraciclina, un 67.3% a
ciprofloxacina, un 64.6% a acido nalidixico y un 63.3% a ampicilina, asi como casos
esporadicos de resistencia a aminoglucosidos (7.3%). Las cepas aisladas de pollos
fueron las mas resistentes (74% a 98%), seguidas de las aisladas de humanos (78%-
88%) y de las cepas aisladas de aves salvajes (16% a 36%). La multiresistencia también
estuvo presente en un 58.2%, siendo el patron mas frecuentemente encontrado la

resistencia a ampicilina, ciprofloxacina y tetraciclina.

El estudio de los mecanismos de resistencia mostré que los respectivos genes de
resistencia a tetraciclina y ampicilina: fetO/tetA y blapxs no explican el fenotipo de
resistencia o sensibilidad encontrado. La resistencia a ciprofloxacina se debe a la
mutacion Thr86lle en el gen gyr4, y la resistencia a aminoglucosidos fue asociada, en la
mayoria de los casos, a la presencia de las enzimas modificadoras de aminoglucésidos

(AME).

Con la utilizaciéon de la informacion obtenida de WGS se logro profundizar en las
relaciones epidemiologicas, tanto a través del cgMLST como del wgMLST, logrando
establecer puntos de cortes que permitieron clasificar las cepas relacionadas de las no
relacionadas epidemiologicamente. También, mediante la utilizacion de diferentes bases
de datos se identificaron genes de resistencia a antibidticos y la presencia de mutaciones
puntuales, las cuales en su conjunto nos permitieron confirmar la presencia de estos

genes o mutaciones identificadas mediante el andlisis por PCR y Secuenciacion Sanger.

En conclusion, los datos de este estudio apoyan que la campilobacteriosis es causada en
su mayoria por el consumo de carne de pollo contaminada y que la contaminacién en
este reservorio puede ocurrir, lejos de las granjas, en el manejo, tansportacion y
procesamiento de la carne en los mataderos. En el caso de las aves salvajes, cada
especie presenta una relacion especifica hospedador y patdgeno, y las que habitan cerca
de ambientes urbanos o estan en contacto estrecho con los humanos pueden actuar como
transmisores potenciales de Campylobacter al ambiente y provocar la infecciéon en

humanos.
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Campylobacter jejuni is considered one of the main pathogens causing gastroenteritis,
especially in industrialized countries. In the context of a growing prevalence of
antimicrobial multidrug-resistance, the control of infections caused by this pathogen
requires a monitoring of the predominant clones. In our study, 150 C. jejuni strains
isolated from human, broiler and wild bird samples were analyzed as follows: the
population structure was determined by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and
multilocus sequence typing (MLST); the susceptibility of these strains to different
antibiotics was tested using disc-diffusion, and the antimicrobial resistance mechanisms
described for these antimicrobials were analyzed by PCR and Sanger sequencing. In
addition, Whole Genome Sequncing (WGS) was evaluated as a substitute of the

aforementioned techniques on 48 selected strains.

The PFGE results revealed a high clonal diversity. From the 146 analyzed strains, 137
PFGE types were identified, 4 of which represented clones each with between 2 and 6
strains. The epidemiological data obtained, only related the strains of clone 1, which

corresponds to a contamination of 6 broilers processed in the same slaughterhouse.

Using MLST, 64 sequences types (STs) were obtained from the 150 analyzed strains
and these were grouped into 21 clonal complexes and 12 singletons. Described for the
first time in this study 5 new alleles, all belonging to the W53 strain (glnA-619, gltA-
526, glyA-690, pgm-859 and uncA-544), and six new STs: ST-8479 in humans, ST-
8498 in broilers, and ST-8511, ST-8512, ST-8513 and ST-8514 in wild birds.

Among the 64 STs, 16 were exclusively found in samples isolated from humans, 14
from broilers and 21 from wild birds. In addition, 10 STs were identified in samples
isolated from both humans and broilers, and only 3 were found in all three populations
(ST-45, ST-48 and ST-354). The most prevalent STs (ST-21, ST-206, ST-353 and ST-
607) were identified in strains isolated from human and broiler samples, whereas the
most frequently found STs identified in strains from wild birds (ST-179 and ST-1275)

were not identified in human and broiler populations.

In the C. jejuni isolates, the following resistances were found: 71.3% to tetracycline,
67.3% to ciprofloxacin, 64.6% to nalidixic acid and 63.3% to ampicillin, as well as
sporadic cases of aminoglycoside resistance (7.3%). Strains isolated from broilers were

the most resistant (74%-98%), followed by those isolated from humans (78%-88%) and
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wild birds (16%-36%). Multiresistance was also present in 58.2% of all strains, being

the most frequent pattern found, resistance to ampicillin, ciprofloxacin and tetracycline.

The study of resistance mechanisms showed that the respective tetracycline and
ampicillin resistance genes: ftetO/tetA and blapyxy do not explain the phenotype of
resistance or sensitivity found. Resistance to ciprofloxacin was mainly due to the
Thr86Ile mutation in the gyr4 gene, and resistance to aminoglycosides was associated,

in most cases, with the presence of modifying enzymes (AME).

The information obtained from WGS, through both ¢gMLST and wgMLST, gave
further insight into the epidemiological relationships of the isolated strains, and led to
the establishment of cut-off points that allowed the classification of non-
epidemiological related strains. Also, the use of different databases enabled the
identification of antimicrobial resistance genes and point mutations, thus confirming the

presence of genes and mutations identified by PCR-Sanger sequencing.

In conclusion, the data from this study support that campylobacteriosis is caused mostly
by the consumption of contaminated broiler meat and that this contamination can occur,
far from farms, in the handling, transportation and processing of meat directly in
slaughterhouses. In the case of wild birds, each species has a specific host-pathogen
relationship, and those that live near to urban environments or are in close contact with
humans can act as potential transmitters of Campylobacter to the environment and

cause infection in humans.
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1. INTRODUCCION






1.1 El género Campylobacter

1.1.1 Taxonomia

Las especies del género Campylobacter fueron originalmente asignadas al género
Vibrio, perteneciente a la familia Vibrionaceae, debido a su aspecto curvado. Y no fue
hasta 1965 que se diferencid el género Campylobacter, perteneciente a la familia
Spirillaceae, al comprobar que no utilizaban azucares y tenian diferente contenido de

G+C que el género Vibrio (Moore et al., 2005).

Segun la segunda edicion del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Vandamme
P et al, 2005) el género Campylobacter junto con Arcobacter, Dehalospirillum y
Sulfurospirillum esta incluido en la familia Campylobacteraceae, que unido a las
familias Helicobacteraceae, Nautiliaceae ¢ Hydrogenimonaceae conforman el orden
Campylobacterales y pertenecen a su vez a la clase Epsilonproteobacterias, subgrupo

mas pequeinio de las Proteobacterias.

Durante los ultimos afios la taxonomia del género Campylobacter ha sufrido
modificaciones y algunas de sus especies han pasado a pertenecer al género Arcobacter
0 Helicobacter. En la actualidad, el género Campylobacter comprende 38 especies y 16
subespecies (http://www .bacterio.net/campylobacter.html), (tltima actualizacion mayo
2018) entre las que se incluyen las siguientes especies: C. coli, C. concisus, C. curvus,
C. fetus, C. gracilis, C. helveticus, C.hominis, C. hyointestinalis, C.jejuni, C. lanienae,
C. lari, C. mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum y C. upsaliensis. Todas ellas
tienen la habilidad de crecer a 37°C. Ademas, las especies termofilas C. jejuni, C. coli,
C. lari, C. upsaliensis y C. helveticus pueden crecer a 42°C. Desde su primera
descripcion el género Campylobacter se ha establecido como uno de los principales

patogenos entéricos.

1.1.2 Caracteristicas Generales

Los miembros del género Campylobacter son bacilos delgados, gramnegativos, no
esporulados, catalasa y oxidasa positivos y ureasa negativos. Poseen forma curvada de S
o en espiral. Cuando los cultivos son viejos o estdn bajo condiciones de estrés,
Campylobacter puede adquirir forma cocoide o esférica. Tienen una medida entre 0,2 y

0,8 por 0,5 a Spm.



Estos microorganismos son quimiorganotrofos, pero en lugar de utilizar las vias
oxidativas de carbohidratos o su fermentacion, usan aminodcidos y compuestos

intermedios del ciclo de los acidos tricarboxilicos como fuente de energia.

Campylobacter es, generalmente, un microorganismo microar6filo y suele crecer a una
temperatura de 37°C, aunque algunas especies crecen a 42°C. Dentro del género hay
especies aerdbicas como: C. concisus, C. curvus, C. rectus, C. mucosalis, C. showae, C.
gracilis, y hasta cierto punto C. hyointestinalis y anaerdbicas como C. fetus (Carlone

and Lascelles, 1982).

El tamafio del genoma de Campylobacter es relativamente pequeno, de 1,5 a 2,05Mb y
contiene un bajo contenido de G+C, 29-44 %, comparado con el genoma de Escherichia
coli, por ejemplo, que es de 4,6 Mb y contenido de G+C de 50.54% (Kwon et al., 2017).
El pequeno tamafno podria ser una manifestacion de su delicada naturaleza, sus

exigencias nutricionales y su baja actividad bioquimica (Vandamme P ef al., 2005).

Campylobacter jejuni, en particular, posee morfologia espiral, oscilando sus

dimensiones entre 0,2-0,9 um de anchura y 0,5-5 um de longitud (Figura 1).

Figura 1. Microscopia electréonica de C. jejuni.
(http://www?2.le.ac.uk/projects/vgec/schoolsandcolleges/Micr
obial%20Sciences/bacteria-passport/campylobacter-jejuni-1)

La especie comprende dos subespecies: C. jejuni subsp. jejuni y C. jejuni subsp. doylei,
las cuales se diferencian en la reduccion del nitritato, en la produccion de catalasa y en
el crecimiento a 42°C (Steele and and Owen, 1988). Bajo condiciones de estrés tiene

tendencia a adquirir morfologia esférica de aproximadamente 1 pm de didmetro. El
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cromosoma consiste en una molécula circular simple de ADN con un bajo contenido en

G+C (29-30 %). Su genoma posee un tamano de entre 1,6-1,8 Mb.

C. jejuni es competente (estado en el cual la bacteria es capaz de incorporar ADN
exogeno del medio e icorporarlo al coromosoma) naturalmente y tiene un alto indice de
recombinacion que puede contribuir en la diversidad. Ademas de naturalmente
transformable, también presenta la capacidad de compartir material genético mediante

la conjugacion (Wang and Taylor, 1990b).

1.1.3 Identificacion

La identificacion de este patdgeno por las técnicas convencionales suele ser dificultosa
incluso en la diferenciacion a nivel de especie (Garci ef al., 2011). Las pruebas, basadas
en reacciones bioquimicas, son las que han sido utilizadas en la rutina de los
laboratorios durante muchos afos. Algunas de ellas son la hidrdlisis del hipurato, la cual
permite discriminar las cepas de C. jejuni (positivas) de otras especies de
Campylobacter (Nakari et al., 2008). También con el desarrollo de los medios de
cultivo cromogénicos se ha logrado identificar cepas de Campylobacter termofilas,
como son C. jejuni, C. coli y C. lari. Con el uso del medio cromogénico RAPID'
Campylobacter Agar (Bio-Rad, Estados Unidos) se pueden identificar estas especies
provenientes de muestras alimentarias y ambientales. Este medio selectivo y validado ha
sido probado en estudios con cepas de Campylobacter aisladas de muestras de pollos
con resultados similares al ser comparado con los medios mCCDA (OXOID, Reino

Unido) y CFA (bioMerieux, Francia) (Seliwiorstow et al., 2014).

También existen otros kits comerciales no automatizados, como el API-Campy system
(bioMerieux, Francia). Este es un sistema de identificacién miniaturizado, basado en
propiedades bioquimicas, que incluye pruebas enzimaticas y convencionales de
asimilacion e inhibicion (Martiny et al., 2010). Otro de estos kits comerciales es el
Microgen Campylobacter latex (Microgen, Reino Unido) el cual es un kit de
aglutinacion rapida indicado para la confirmacion de las especies identificadas como
especies termofilas de Campylobacter. Las especies que se pueden tipificar con este kit

son las provenientes de muestras de pacientes con sospecha de enteritis bacteriana.

Debido a los grandes avances en la biologia molecular se han desarrollado diferentes

metodologias basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y vertientes de



esta técnica, tales como la real time-PCR (Ivanova et al., 2009) y la multiplex-PCR
(Pavlova et al., 2016) tanto para el diagndstico directo de muestra clinica como para la
identificacion de los aislados. Basados en este principio se desarrolld el kit iQ-Check™
Campylobacter Kit (Bio-Rad, Estados Unidos), el cual de forma cualitativa, sencilla y
rapida permite detectar secuencias especificas de ADN de C. jejuni, C. coli y C.
lari provenientes de muestras de alimentos y del ambiente. También se han desarrollado
otras técnicas como la hibridacion in situ (Poppert et al., 2008) o la combinacién de dot-
blot-PCR (Fontanot et al., 2014). En 1999, Denis y colaboradores (Denis et al., 1999)
desarrollaron una multiplex PCR para diferenciar las especies de C. jejuni y C. coli. El
principal beneficio de esta técnica, segun sus autores, es la velocidad en la que se
pueden diferenciar estas dos especies partiendo de una misma muestra; ademas de evitar

la utlizacion de pruebas bioquimicas para llegar a la identificacion de especie.

Actualmente existen preparados comerciales de deteccion de Campylobacter y otros
enteropatogenos directamente de muestras clinica. Estos sistemas tienen la ventaja de
ser automatizados y entre ellos se encuentran el Fi/lmarray (bioMerieux, Francia), el
STAT-dx (QIAgen, Alemania) y Seegene. Estos tipos de sistemas tienen la ventaja de la
manipulacion rapida y facil de la muestra, de la homogeneidad en los resultados
obtenidos y la existencia de bases de datos, las cuales permiten o facilitan la

interpretacion de los resultados.

Actualmente, la técnica lider para la identificacion de cepas de Campylobacter se basa
en picos de absorcion i6nica. Estos son espectros proteicos que son leidos a través de un
espectrofotometro de masa (MALDI-TOF, Brucker Daltonics, Estados Unidos), donde
cada cepa tiene un perfil o huella determinado que corresponde a una especie en
particular. Esta técnica provee un resultado rapido y preciso de la cepa partiendo solo de
un aislado obtenido de las muestras a analizar (Bessede et al., 2011; Lawton et al.,

2018).

1.2. Campilobacteriosis

1.2.1 Infecciones causadas por especies de Campylobacter

Campylobacter es uno de los principales enteropatégenos responsables de
gastroenteritis y, dentro de este género, las principales especies que provocan diarrea o
gastroenteritis en humanos son C. jejuni y C. coli. La infeccion y el grado de

enfermedad dependen de la dosis infectiva. Existen estudios donde se ha comprobado
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que para desarrollar la campylobacteriosis es necesario una dosis de 360 UFC/ml (Hara-
Kudo and Takatori, 2011). En otros estudios, con cepas aisladas de pacientes infectados,
se ha comprobado que el nivel de colonizacion aumenta con la dosis, no siendo asi con

la sintomatologia y la gravedad de la enfermedad (Johnson et al., 2017).

Los sintomas ocurren generalmente entre las 24 y las 72h después de la ingestion de
alimentos contaminados, aunque la enfermedad puede tardar en desarrollarse si se ha
ingerido una dosis baja del microorganismo. A pesar de que C. jejuni y C. coli pueden
infectar a humanos de cualquier edad, se ha demostrado que afecta con mayor
frecuencia a nifios, entre 1 y 5 afios, y a adultos jovenes entre 15 y 24 afos (Amour et

al., 2016).

Mientras que la gastroenteritis es la principal patologia producida por Campylobacter,
este microorganismo también se asocia, aunque en menor medida, con otros trastornos
en el tracto gastrointestinal entre los que se incluyen la enfermedad intestinal
inflamatoria (IBD, del inglés Inflammatory Bowel Disease), enfermedades esofagicas,
periodontitis, desérdenes del funcionamiento gastrointestinal, enfermedad celiaca,

colecistitis y cancer de colon (Kaakoush ef al., 2015).

Ademéas de las patologias mencionadas, las especies de Campylobacter pueden causar
infecciones sistémicas tras un episodio de enteritis; desorden inmune post-infeccion, el
sindrome de Guillan-Barré (Hughes et al., 1999), el sindrome de Miller-Fisher
(Salloway et al., 1996) y otros cuadros como abscesos cerebrales y meningitis, artritis
reactiva, bacteriemia, sepsis, endocarditis y miocarditis; ademas de manifestaciones

clinicas que resultan en complicaciones en el tracto genital (Kaakoush ez al., 2015).

1.2.2 Epidemiologia de la campilobacteriosis

En general la infeccion causada por Campylobacter es un problema de salud mundial
(EFSA-ECDC, 2016). En la ultima década, se ha evidenciado un incremento de la
incidencia de la campilobacteriosis, sobre todo en paises de Norte América, Europa y
Australia. En paises como Argentina, Bolivia, Brazil, Chile y Venezuela constituye un
problema de salud y no estd debidamente valorado por las autoridades sanitarias

(Kaakoush et al., 2015).

En paises desarrollados, Campylobacter suele ser endémico, las infecciones son

generalmente limitadas a nifios, y la gravedad decrece con la edad, lo que sugiere que el



desarrollo de la enfermedad a temprana edad puede deberse a no haber desarrollado
todavia la inmunidad (Rao et al., 2001). El aislamiento de este patdogeno es comun en la
mayoria de los nifios asintomaticos en estos paises. En varios estudios, la diferencia en
los porcentajes de cepas aisladas de nifios portadores asintomadticos y de nifios con

sintomas, no presenta valores significativamente diferentes (Coker et al., 2002).

Los brotes causados por Campylobacter no son frecuentes. El Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC, del inglés Center for Disease Control and
Prevention), define como un brote a la ocurrencia de mas casos de los esperados en un
area particular o entre un grupo especifico de personas durante un periodo especifico de

tiempo, usualmente debido a una causa comun (http://www.cdc.gov/mmwr). Sin

embargo, se ha evidenciado que al menos una vez al afio se sucede un episodio de
campilobacteriosis por cada adulto sano, evento que si no causa sintomas agudos no es
notificado. Por lo que los casos de campilobacteriosis que son reportados constituyen

una pequefia fraccion de los episodios reales ocurridos (Havelaar and Swart, 2016).

En Estados Unidos, por ejemplo, ha aumentado el nimero de brotes en la ultima década
(Geissler et al., 2017); mientras que en Europa son mas frecuentes los casos esporadicos

que los brotes (Figura 2).

Canada (1990-2006) UK (2008-2009): 500,000 cases/year

« 35.2/100,000 population Denmark (2009-2010): 42/100,000 population/year
(1996-2006) Germany (2005-2011): 53.4 to 81.4/100,000 inhabitants

= 49.69/100,000 population Norway (1993-2011): 30/100,000 population/year
(1990-2004) Israel (2010) Poland (2011-2012):0.92-1.12/100,000 inhabitants

« 38.0/100,000 population +90.99/100,000 population The Netherlands (2011): 52/100,000 population
(BC, 2005-2009)

China (2005-2009)
«Found in 5-15% of
gastroenteritis cases

Japan (2005-2006)
USA (2012) *—— +1,512/100,000
» 14.3/100,000 population o population/year

Mexico (2006-2007) I India (2003-2010)
«11.7/100 infants and Kenya (2005-2007, « Found in 5-16% of
0/100 elderly people (rural) 2011-2012) gastroenteritis cases

« Found in 5-6% of —ne
gastroenteritis cases

Guatemala (2008-2012)
+185.5-1288.8/100,000

children I

Malawi (1997-2007) Australia (2010)
«Found In 21% of + 112.3/100,000 cases of
gastroenteritis foodborne infections
cases (children) + 17,000+ cases/year
Peru (2002-2006) Madagascar (2010-2012)
« Found in 8.3% of gastroenteritis cases «Found in 8.9% of New Zealand (2008)
(children, crude incidence: 0.37 episodes/year) gastroenteritis cases (children) « 161.5/100,000 population

Figura 2: Incidencia y prevalencia de campilobacteriosis provocado por
C. jejuni/C. coli. Tomado de (Kaakoush et al., 2015).
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En general, el enfoque que se le ha dado a la infeccion por C. jejuni se asocia
fuertemente a la ingestion de carne de pollo mal cocida (Luber et al., 2003), al consumo
de leche de vaca no pasteurizada (Lucarelli et al, 2016) y al consumo de agua no

tratada (Dale ef al., 2010).

En Espafia, particularmente los estudios de gastroenteritis provocados por
Campylobacter han sido identificados en nifios pequefios, de entre 2 y 5 afios, varones
predominantemente y que tienen lugar en verano (Sanz ef al., 2006; Berradre-Saenz et
al., 2017). En 2016, 69 laboratorios notificaron de manera estable la presencia de
Campylobacter en aislamientos asociados a las infecciones gastrointestinales (Centro
Nacional de Epidemiologia, 2016). Este reporte continuo de centros que declaran los
episodios provocados por este patdgeno contribuye al mejoramiento de la vigilancia de

Campylobacter en el pais.

1.2.3 Reservorios
C. jejuni forma parte de la microbiota normal de mamiferos y aves domésticas y
salvajes, en las cuales se ha demostrado que existe una estrecha relacion patdgeno-

hospedador (Waldenstrom et al., 2002).

Las aves domésticas son el reservorio mas comin de C. jejuni. Se cree que su alta
temperatura corporal, de alrededor de 40°C, favorece el establecimiento de esta especie

(Skirrow, 1977).

Las aves de corral (pollos, pavos, patos y gansos) estdn consideradas como el
hospedador natural de C. jejuni. Se ha demostrado que las aves de corral son las
responsables, aproximadamente, del 80% de las infecciones ocurridas en humanos
(EFSA, 2010); a través de su manejo en los mataderos (Humphrey et al, 2007).
Concretamente, en los pollos de engorde, la colonizacion por C. jejuni ocurre en un

numero elevado, llegando a valores de 10'° UFC/g de intestino (EFSA, 2010).

Transcurrido un tiempo después de haber nacido el polluelo, alrededor de las 2 a las 4
semanas (Hermans et al., 2012), ya es evidente la colonizacién por C. jejuni. Aunque
las vias de colonizacion no estan totalmente descritas, se conoce la trasmision a través
del ambiente, de los roedores cercanos al sitio de cria o a través de los mismos granjeros
que no cumplen con las normas de vestimenta y manejo establecidas en las granjas

(Colles et al., 2010).



En los pollos, Campylobacter ha sido aislado a lo largo de todo el intestino, pero
fundamentalmente en las criptas del ciego, donde no esta adherido a las células

epiteliales sino que se encuentra en la capa mucosa (Achen et al., 1998).

Como animal destinado al consumo alimentario, la notificacion de la presencia de
Campylobacter en aves de corral es obligatoria, sobre todo en paises de la Union
Europea. La deteccion del patogeno se realiza en granjas y mataderos, mediante técnicas
de amplificacion de ADN. El tipo de muestras a tomar en las granjas son hisopos
cloacales o muestras de heces colectadas en calcetines. Este ultimo tipo de muestra
proviene de una maya en los pies de los granjeros, las cuales se colocan para la
recoleccion. Con esta maya los granjeros caminan por la granja donde hay deposiciones
y de esta manera se colecta el contenido fecal depositado en el suelo. En los mataderos
también pueden recogerse las muestras de los hisopos cloacales, del intestino ciego o de

la piel del cuello del pollo (EFSA, 2016).

Se conoce que en Europa, dentro de las aves de corral, la carne de consumo proveniente
es mayoritariamente de pollos, y el resto de pavos (EFSA, 2017); mientras que en
Estados Unidos constituye uno de los principales paises donde se ha aumentado el
consumo de pavo (Wesley et al., 2009). Segun estudios del 2016 la prevalencia de cepas
de Campylobacter en pavos tiende a aumentar (EFSA, 2017). La microbiota en el tracto
gastrointestinal de los pavos no esté tan bien estudiada como la del pollo (Wilkinson e?
al., 2017). Sin embargo, se ha demostrado que el nimero y la variedad de
microorganismos, dependiendo de la edad del animal, aumentan y se obsevan
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. Se plantea que en los
pavos, como en el caso de los pollos de engorde, después de un tiempo de nacidos en las

granjas (10-14 dias) ya estan colonizados por Campylobacter (Garcia et al., 2013).

En un estudio realizado, para comparar el nimero y variedad de microorganismos
presentes en el tracto gastrointestinal del pavo a lo largo de su crecimiento, se ha
llegado a conocer que la prevalencia de algunos microorganismos varia con el tiempo.
Se conoce que a las seis semanas de vida del pavo ya existe colonizacion por
Campylobacter, y los microorganismos que predominan son generalmente Firmicutes,
los cuales estdn en su mayoria hasta las 10 semanas de edad, aproximadamente.
Transcurridas las 10 semanas ya comienza un periodo de transicion microbiana, la cual

consiste en el cambio de los microorganismos ya establecidos por otros. Regularmente,
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en este periodo de transicion microbiana se sacrifica al animal en los mataderos, de ahi
que se ha planteado que la contaminacion cruzada en los mataderos sea la causa mas
favorable para que se contamine la carne de pavo. Por su parte, ya llegadas las 16
semanas se ha observado que predominan mas Actinobacteria, Bacteroidetes y algunas

Proteobacterias (Wilkinson et al., 2017).

En estudios de prevalencia de este patogeno en la carne destinada al consumo humano
en Canadd, se ha reportado la presencia de cepas de Campylobacter en pavos en un
14.2% (8/110) (Narvaez-Bravo et al., 2017). Algunos reportan que la colonizacion es
mayor en pavos y otros han evidenciado que la prevalencia en pollos de engorde supera

lo encontrado en pavos (Pedonese ef al., 2017).

Las aves salvajes, las cuales se alimentan en una variedad de sitios, tanto en el campo
como en zonas urbanas, son consideradas potenciales transmisores de patdgenos a
humanos y a animales de consumo, por lo que actlian como reservorio y transportador

del patogeno a la vez (Weis et al., 2014).

Dentro de la amplia gama de especies de aves salvajes, las especies mas estudiadas
como transmisores de Campylobacter al humano son las gaviotas, las palomas y los
patos, los cuales constituyen causa de zoonosis, principalmente en paises de Europa.
Otras especies como los cuervos, otras especies de patos y la chara californiana (ave
tipica de algunas regiones de Estados Unidos) constituyen objeto de estudio en Estados

Unidos y México (Weis et al., 2016).

Las gaviotas poseen un alto potencial para diseminar y transmitir patdgenos entéricos al
ambiente (Migura-Garcia et al., 2017). Estas aves salvajes han sido objeto de estudio
por ser una de las aves salvajes mas relacionadas con las bacterias enteropatdogenas
asociadas a humanos, pues estan en un contacto mas estrecho con el hombre que otro
tipo de ave salvaje, debido a su cercania a zonas urbanas, como las playas, plazas y
cercania de lagos o estuarios (Broman et al., 2002). Ademas, cabe destacar que en
algunos de los estudios genotipicos realizados, las cepas de C. jejuni aisladas de este
tipo de ave no comparten mucha semejanza con los perfiles genéticos predominantes en
la clinica humana. Esto lo atribuyen a que el nivel de colonizacion de cepas de C. jejuni
en una misma especie de aves salvaje depende del habitat alimentario, las preferencias

de habitat y a las épocas migratorias, por lo que se ha planteado que dentro de la misma
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especie de ave salvaje existe una marcada diferencia genotipica (Waldenstrom et al.,

2002).

También forman parte de las aves transmisoras de este patdgeno, sobre todo en Europa,
las palomas urbanas (Columba livia), las cuales por habitar en contacto directo con los
humanos son fuente potencial de transmisioén de cepas de Campylobacter. En un estudio
de determinacion de patdogenos entéricos en palomas urbanas en Italia, la especie de C.
Jjejuni fue aislada con una prevalencia del 48.3% (870/1800) de las muestras analizadas

(Gargiulo et al., 2014).

Otro tipo de ave salvaje muy estudiada, principalmente en Estados Unidos, asociada a la
clinica humana en varios casos, son los cuervos, en especial la especie
Corvus brachyrhyncos. En estudios realizados con cepas de C. jejuni aisladas de esta
especie de cuervos y cepas aisladas de pacientes se ha demostrado que poseen una alta
similitud genética, por lo que se plantea que los cuervos podrian ser una fuente
potencial de infeccidon para los humanos (Weis et al., 2014), debido al elevado nimero
de cuervos presentes en las zonas urbanas y suburbanas, asi como en los campos de

cultivos de Estados Unidos (Sen et al., 2018).

Otros reservorios de C. jejuni son el ganado vacuno, el ganado ovino, los cerdos y en
algunos casos los conejillos de indias (Skirrow, 1991). Los cerdos y el ganado vacuno
son mas propensos a la colonizacion por C. jejuni en edad joven, lo cual puede provocar

aborto en época de gestacion del animal (Janssen et al., 2008).

En perros y gatos también se han encontrado evidencias de especies de Campylobacter,
por lo que se asegura que estos animales pueden ser reservorios potenciales.
C. upsaliensis es la especie predominantemente aislada en estos animales de compaiiia

(Baker et al., 1999).

Otra fuente de C. jejunmi suele ser también el agua contaminada, en ocasiones la
contaminacion se debe a las fuentes de abasto contaminadas que suministran el liquido
para los animales en las granjas. Se ha planteado que la presencia de C. jejuni en aves
salvajes y otros animales se debe al consumo de estas aguas no tratadas (Galanis et al.,

2014).
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1.2.4 Vias de trasmision

La via de transmision de la campilobacteriosis mas frecuente es la transmision
alimentaria (Figura 3), tal como se ha comentado anteriormente, y concretamente por el
consumo de aves de corral. Pero ademas del consumo de carne de pollo contaminada, se
ha evidenciado que en casos esporadicos de campilobacteriosis la fuente de infeccion
suele estar mas ligada a la contaminacioén cruzada en el manejo de esta carne que a la

ingestion de carne mal cocida (Mughini Gras et al., 2012).

También se han descrito, contaminaciones por contacto humano-humano o con
animales de vida libre (Domingues et al., 2012). Segun estudios realizados en el Reino
Unido se comprob6 que la via fecal-oral fue la responsable del 3% de los brotes de

campilobacteriosis ocurridos entre los afios 1992 al 2009 (Little et al., 2010).

La ingestion de leche de vaca no pasteurizada, puede ser una importante fuente de
brotes por Campylobacter (Davis et al., 2016). En este sentido, varios estudios
realizados en Estados Unidos evidenciaron un aumento en el nimero de brotes por el
consumo de esta leche entre los afios 2007 al 2009 y 2010 al 2012 (Mungai et al.,
2015).

Ademas, se ha logrado determinar que la infeccion por Campylobacter depende del
habitat del hospedador, destacando otras rutas de transmision como la accidon de
roedores y aves que no son de corral. Segin un estudio (Strachan et al, 2009)
comparativo entre nifios menores de cinco afios infectados por Campylobacter en zonas
rurales y urbanas se observo que la adquisicion del patdogeno ocurria mayormente en
nifios de habitat rural (24.4%) que en nifios de zona urbana (6.4%) debido al consumo
de aves que no son de corral. También la accion de roedores, los cuales contaminan las
aguas de abasto o inflyen en la contaminacion de la leche, ejerce un importante papel en
la infeccion de nifios que habitan las zonas rurales en comparacion con los nifios de la

zona urbana.

Por otra parte, se ha planteado que en determinadas areas, Campylobacter tiene mayor
prevalencia, por lo que es mayor el nimero de cepas circulantes y mayor el riesgo de
infestacion en las personas, principalmente los viajeros (Kaakoush et al., 2015). En
estudios de meta analisis se ha demostrado que los viajeros que van al sureste asidtico

tienen mayor probabilidad de infestarse que aquellos que van al occidente de Europa
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(Mughini-Gras et al., 2014). También se ha considerado como un factor de riesgo si se

realizan viajes a Asia y al Sur de América (Patrick et al., 2018).

Figura 3: Vias de trasmision y reservorios de Campylobacter spp. Diseminacion de la
bacteria en A: granjas; B: consumo de carne de pollo mal elaborada; C: consumo de
productos frescos; D: consumo de productos lacteos; E: en la superficie del agua producto
de contaminacion por heces de animales. Tomado de (Johnson et al., 2017).

1.2.5 Factores de virulencia asociados a Campylobacter

Campylobacter jejuni tiene la capacidad de resistir ante el estrés provocado por la
accion de diferentes factores ambientales mostrando una elevada persistencia en la
cadena de tratamiento de alimentos hasta la llegada al humano. Actua como patdgeno en
estos, y en algunos mamiferos debido a la existencia y expresion de factores de
patogenicidad (Dasti et al., 2010). Actualmente no estd totalmente estudiado su
mecanismo de accion patoégena ni su inocuidad en aves, aunque se han descrito las tres
principales fases de la patogenicidad (Figura 4) que desarrolla Campylobacter (Schnee

and Petri, 2017).

Estas fases son (i) la adhesion, mediada por la accion de los genes cadF y jlpA (Jin et
al.,2001), la motilidad a través de flagelos (mediante la accion de los genes flaAd y flaB)
(Guerry, 2007) y del mecanismo de quimiotaxis (Yao et al., 1997); (ii) la invasion,

mediada por la accion del gen ciaB y la supervivencia en las células huésped (Konkel et

14



al., 1999), las cuales son esenciales en la colonizacion (Wysok and Wojtacka, 2018); y
(i11) la produccion de citotoxinas de distension, lo cual es mediado por la accion de los

genes cdtA, cdtB y cdtC (Purdy et al., 2000).

Adicionalmente, se ha comprobado que la presencia de una estructura de carbohidratos
como los lipooligosacaridos (LOS) también participa en la patogenicidad de este
microorganismo, lo cual es mediado por la accion del gen wlaN (Guerry et al., 2000) y
actua en la patogénesis de la bacteria asi como en el sistema de secrecion tipo IV
(T6SS), mediado por la accion del gen scp. La molécula lipooligosacaridica contiene en
su capsula un oligosacarido y un lipido A, los cuales entre sus funciones presentan la
evasion de la respuesta inmune del hospedador facilitando la adhesion y la invasion. La
siliacion de la molécula incrementa el potencial invasivo y reduce la inmunogenicidad
(Guerry et al., 2000). En experimentos de infeccion con mutantes de cepas de C. jejuni
sin cépsulas en células humanas INT-407 se ha evidenciado una reduccién de la

adhesion de estos microorganismos (Bacon ef al., 2001).

Otras caracteristicas como el sistema de captacion de hierro (Hermans et al., 2011), la
resistencia a la bilis y al estrés provocado por factores ambientales, asi como la
resistencia a antibidticos (Alfredson and Korolik, 2007) se han considerado también

como factores de patogenicidad.

Adhesion y colonizacion

La primera de las fases en el proceso de patogenia desarrollado por Campylobacter
comprende la motilidad mediada por flagelos, lo que le permite, unido a su pequefio
tamano, adherirse a las células epiteliales del intestino y atravesar las paredes del tubo
digestivo. Durante la infeccién, Campylobacter necesita atravesar el moco que recubre
las células epiteliales, unirse a ellas y penetrarlas. En este proceso intervine el flagelo
polar que estd compuesto por una flagelina mayor FlaA (codificada por el gen flad) y
por una flagelina menor FlaB (codificada por el gen flaB) (Nachamkin et al., 1993).
Estudios de mutaciéon han demostrado que la flagelina mayor es esencial en la

colonizacion, no siendo asi la flagelina menor FlaB (Wassenaar et al., 1993).

El segundo factor del proceso de patogénesis que interviene en la adhesion mediante la
motilidad es la quimiotaxis, principalmete mediante la accidon del gen acfB. Este es un

mecanismo por el cual las bacterias motiles se mueven en un sentido favorable para
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invadir a su hospedador. En estudios realizados en pollos se ha demostrado que la
quimiotaxis conduce a C. jejuni hacia condiciones quimicas Optimas para la
colonizacién ayudado por algunos atrayentes, que son fundamentalmente mucinas y
glicoproteinas, de las cuales se ha descrito su accién en el intestino ciego de los pollos

(Hermans et al., 2011).

La adherencia de C. jejuni a las células del epitelio intestinal es un prerrequisito para la
colonizacién. Este mecanismo estd mediado por un conjunto de adhesinas presentes en
la superficie de la bacteria (Jin et al, 2001). Entre ellas destacan la proteina de
membrana exteARN CadF (Konkel ef al., 1997) relacionada con la adhesion de
Campylobacter a la fibronectina (glicoproteina) y JIpA, una proteina de superficie, cuya

adhesion contribuye a la respuesta inflamatoria (Jin ef al., 2003).

Otro de los genes, el cual se ha descrito principalmente localizado en un plasmido
conjugativo, pVir, es el virB11. Este gen manifiesta un importante papel en la adhesion
y ademas una vez presente en el hospedador contribuye al desarrollo de un cuadro grave

de la enfermedad (Bacon et al., 2000).

Invasion

Una vez que la bacteria se adhiere a la célula del hospedador y lo coloniza comienza el
proceso de invasion, provocando una destruccion o modificaciéon de las estructuras
citoesqueléticas del hospedador. Uno de los genes principalmente descritos en esta fase
es el gen htrA, aunque otros autores también mencionan al gen htrB presente no solo en
Campylobacter sino también en cepas de Salmonella typhimurium (Phongsisay et al.,
2007). Ademas, el gen ciaB, como ya mencionabamos anteriormente, también

interviene en este proceso (Konkel ef al., 2004).

Produccion de citotoxinas

Continuando con el proceso de patogénesis desarrollado por las cepas de
Campylobacter se destaca la accion de las citotoxinas de distension o CDT, producidas
por muchos otros patdgenos gramnegativos. Estas toxinas detienen el ciclo celular por
lo que causan la muerte en cultivos celulares de lineas humanas. Las CDT son las
unicas toxinas identificadas hasta la fecha en Campylobacter, las cuales son producidas
por un grupo de especies como: C. jejuni, C. lari, C. coli, C. fetus y C. upsaliensis

(Johnson and Lior, 1988). El papel de las CDT en la patogénesis de C. jejuni atn no ha
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sido determinado, sin embargo puede estar involucrado en la invasion y modulacion de
la respuesta inmune (Purdy et al., 2000). La CDT estd compuesta, en el caso de
Campylobacter, por tres subunidades codificadas por los genes cdtA, cdtB y cdtC. La
subunidad que tiene el efecto es CdtB debido a su actividad ADNasa, la cual rompe el
ADN y comienza el mecanismo de reparacion que concluye con la muerte de la célula
(Ge et al., 2008). CdtB ingresa a la célula hospedadora y se une en la superficie celular
con las proteinas CdtA y CdtC produciendo dafio en el ADN celular. La produccién de
CDT contribuye a aumentar la patogenicidad de las cepas de C. jejuni ya que prolonga
la persistencia de la enfermedad gastrointestinal, aumentando la inflamacion de la
mucosa gastrointestinal y el dafio hepatico, lo cual ha sido observado en estudios con

ratones.

Otra de las propiedades que le confieren patogenicidad a las bacterias gramnegativas y
descrita en Campylobacter spp. (Bleumink-Pluym et al., 2013) es el uso del sistema de
secrecion, el cual exporta otras toxinas. La accion de este sistema en las cepas de

Campylobacter, se ha descrito mas recientemente (Bleumink-Pluym et al., 2013).

Este sistema esta fuertemente asociado con las formas mas severas de la enfermedad.
Un componente significativo de este sistema es el producto del gen hcp y su presencia
ha sido descrita de manera funcional en las cepas de C. jejuni. Se ha reportado que es
mas prevalente en pacientes que han sufrido de diarrea sanguinolenta. Las cepas que
presentan este gen han demostrado tener una habilidad mayor de adherirse e invadir el
epitelio gastrointestinal del hospedador (Lertpiriyapong et al., 2012). También en cepas
tanto de C. jejuni como de C. coli aisladas de pollos se ha demostrado la funcionalidad
de los ORF (de las siglas en inglés Open Reading Frame) de todo el sistema T6SS
incluso llegando a tener un comportamiento in vitro mas virulento que las cepas de

referencia (Corcionivoschi ef al., 2015).

En aves no se observan los mismos sintomas ni la misma respuesta inflamatoria que se
manifiesta en humanos, aunque los mecanismos de invasion tanto en cepas aisladas de
pollos como de humanos son similares, lo cual se ha demostrado en un estudio con
lineas celulares de pollos y de humanos (Van Deun et al., 2008). El intestino de las aves
provee condiciones Optimas para el crecimiento de Campylobacter, permitiendo a estas
especies comportarse como portadores asintomdticos (Broman et al., 2002). Un rasgo

presente en pollos, pero diferente a humanos y otros mamiferos es la temperatura
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corporal, la cual oscila entre 41 y 45°C, lo que hace que sea una sefial potencial para la
infeccion hospedador especifico. Se ha descrito que C. jejuni ha desarrollado un sistema
de regulacion térmica (RacRS) para la supervivencia a estas altas temperaturas

(MacKichan et al., 2004).

El primer sitio de colonizacidon es en las criptas profundas del intestino ciego, donde el
microorganismo es encontrado en la capa mucosa cerca de las células epiteliales. Se
cree que este mucus puede contribuir a la naturaleza asintomatica de la infeccion por

C. jejuni (Nachamkin et al., 1993).
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Figura 4: Interacciéon de la célula con algunos factores de patogenicidad
presentes en cepas de C. jejuni. ECM: proteinas de matriz extracelular. Tomado de
https://bagginis.blogspot.com.es/2017/01/

En estudios realizados en cuervos se ha detectado un alto porcentaje de los factores de

virulencia presentes en cepas de C. jejuni (66.9% (85/127). Estos resultados definen a
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los cuervos como fuente potencial de patogenicidad para los humanos (Weis et al.,
2014). Resultados similares se han encontrado en estudios de genotipo con Larus
ridibundus (gaviota reidora), donde se ha demostrado que los patrones mas prevalentes
encontrados en estas aves difieren de los patrones estudiados en humanos y pollos. Toda
esta informacidn supone que existen subpoblaciones especie-especifico, las cuales no se

transmiten a otros hospedadores (Broman et al., 2002).

1.3. Tratamiento de las gastroenteritis provocadas por Campylobacter.
Papel de los antimicrobianos en la cadena de produccion alimentaria

La mayoria de las infecciones causadas por Campylobacter suelen ser autolimitadas. En
casos prolongados o severos, especialmente en personas jovenes, adultos mayores (> 65
afios) y personas inmunodeprimidas, se administra terapia antibiotica (Blaser and

Engberg, 2008).

Las fluoroquinolonas, como la ciprofloxacina, eran comunmente utilizadas como
antibiotico de eleccidon en malestares intestinales donde no se ha diagnosticado el agente
causal, como es el caso de la diarrea del viajero (Guerrant et al., 2001). Aunque en
algunos paises, como Italia (Mearelli et al., 2017) se sigue administrando, existen
estudios donde se ha evidenciado el aumento de la resistencia ante este firmaco en
Campylobacter y no es aconsejable su uso como tratamiento empirico (Duong et al.,
2017). Mas del 50% de las cepas de Campylobacter son resistentes a fluoroquinolonas
y el resto puede desarrollar resistencia durante el tratamiento. Aunque actualmente no se
administra con la frecuencia de hace algunos afios, la resistencia a este fArmaco sigue

aumentando (Bolinger and Kathariou, 2017).

Los antibioticos de eleccion para el tratamiento de la campylobacteriosis actualmente
suelen ser los macrolidos, como la eritromicina o, en algunos casos, los de generacion
mas avanzada como la claritromicina y la azitromicina (Moore et al., 2005). En caso de
bacteriemia o de cualquier infeccion generalizada puede emplearse imipenem o

amoxicilina-4cido clavuldnico asociado o no a la gentamicina (Mense et al., 2014).

También es cierto que hace algunos afios se ha venido observando el aumento de la
resistencia a eritromicina en cepas de Campylobacter. Aunque con mayor frecuencia

esta resistencia se evidencia en cepas de C. coli, el mecanismo de resistencia a
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macroélidos presente en cepas de C. coli pudiera extenderse a cepas de C. jejuni

(Bolinger and Kathariou, 2017).

Antiguamente los antimicrobianos eran utilizados en la industria avicola con diversos

fines:

e En el tratamiento de infecciones en animales de forma individual o colectiva.

e En el tratamiento profilactico y metafilactico para prevenir la propagacion de la
infeccion de un animal enfermo a uno sano en una misma unidad de produccion.

e Para promover el crecimiento (APC: antimicrobianos promotores del
crecimiento), como son el uso de la tetraciclina y la ciprofloxacina. Con la
administracion de los APC se pretende aumentar la tasa de crecimiento y el
rendimiento productivo, pues se disminuye la microbiota intestinal y el numero
de bacterias patogenas.

e Para el tratamiento de enfermedades a dosis muy bajas.

Sin embargo, en 1950 se erradico el uso de los antimicrobianos como APC (Marshall
and Levy, 2011) y comenz6 la implementacion de la utilizacion de antimicrobianos de
no utilizacion en la terapéutica humana, o mas conocidos como NTA (del inglés
nontherapeutic antimicrobials). En 2006, se erradico la politica de utilizacion de los
antimicrobianos como APC en la Union Europea (UE), debido a los elevados indices de
resistencia presentado en las cepas aisladas de este tipo de muestras. Actualmente en la
mayoria de los paises, y en especial en la UE, solamente se administran antibidticos en
las aves de corral como uso terapéutico. Algunos de estos antimicrobianos son
danofloxacino y difloxacino, provenientes de la familia de las quinolonas, varias
tetraciclinas y macrolidos, asi como varios aminoglucésidos (Wimalarathna et al.,
2013). Debido a la actual existencia de cepas resistentes a antibioticos aisladas de las
aves de corral se ha planteado la utilizacion de probidticos (Park e al., 2017) y de
acidos organicos (Roth et al., 2017) como aditivos suplementados a la dieta animal
permitiendo un crecimiento Optimo del animal y una disminucion del nivel de

resistencia de las cepas no solo de Campylobacter, sino de otras cepas como E. coli.
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1.4. Epidemiologia molecular de Campylobacter

Los conocimientos adquiridos con respecto a la epidemiologia de las infecciones
causadas por C. jejuni se debe en gran medida al desarrollo de los nuevos métodos de
tipaje molecular (Sheppard and Maiden, 2015). Los métodos de sero y fagotipado han
quedado obsoletos con la estandarizacion de técnicas como la identificacion de alelos de
secuencias de genes del metabolismo bacteriano (MLST del inglés MultiLocus
Sequence Typing) y el gel de electroforesis en campo pulsado (PFGE del inglés pulsed
field gel electrophoresis). A su vez, la aparicion de la técnica de secuenciacion masiva

(WGS, del inglés Whole Genome Sequence) puede desplazar el uso del MLST y PFGE.

El MLST nos brinda informacion acerca de la variacion genética presente en siete genes
housekeeping los cuales determinaran la relacion genética entre los aislados (Dingle et
al., 2001). Mediante MLST nos podemos explicar la evolucion de una poblacion
bacteriana en funcion de los secuencia tipos (ST) obtenidos (Cody et al., 2012). Esta
técnica es esencial para estudios epidemioldgicos, de genética poblacional y de

evolucion (Dingle et al., 2001).

Los genomas de Campylobacter son genéticamente diversos ¢ inestables con
recombinacion inter e intragendmica frecuente lo que complica la interpretacion de los
datos de muchos métodos de tipado. Hasta hace poco, con la aplicacion de la técnica
MLST, la tipificacion de Campylobacter ha tenido un gran éxito y se ha agregado a la
base de datos MLST. En mayo de 2008, la base de datos Campylobacter MLST
contenia 3516 aislamientos y alrededor de 30 publicaciones que la usaban o
mencionaban (http://pubmlst.org/campylobacter/). En el MLST de Campylobacter se
estudia la secuencia nucleotidica de 7 genes conservados, implicados en rutas
metabolicas imprescindibles en la bacteria. La secuencia nucleotidica estudiada de estos
genes son de alrededor de 500 pares de bases y se nombran: aspA (aspartasa), glnA
(glutamina sintetasa), gltA (citrato sintetasa), gly4 (serina hidromexil transferasa), pgm
(fosfoglucomutasa), tkt (transcetolasa) y uncA (subunidad alfa de la ATP sintasa)
(Dingle et al., 2001).

El niimero y variedad de secuencias tipos incrementa de manera considerable, debido a
la identificacion de nuevas secuencias tipos presentes en cepas aisladas de diversos
ambientes. Un ejemplo de ello es la gran variedad de ST que hasta la fecha se han

descrito, el cual llega hasta la ST 9219 (https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst
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campylobacter seqdef&page=tableQuery&table=profile history&order=timestamp&dir

ection=descending&submit=1).

La descripcion de estos nuevos alelos y nuevas ST derivan de clones locales
restringidos a una determinada zona (Stone et al, 2013). Ademads, se platea que la
prevalencia de una determinada secuencia tipo puede variar en un tipo de muestra con el
tiempo, donde las cepas de C. jejuni de un ST determinado deja de colonizar el huésped

y da lugar a que predomine otra cepa con un ST diferente (Griekspoor et al., 2015).

Segun un estudio realizado en Estados Unidos con cepas de Campylobacter aisladas de
nifios y animales domésticos, se identificaron con mayor prevalencia los ST-137,
ST-1233 y ST-7671, donde los complejos clonales que predominaron fueron el ST-353
identificado en cepas aisladas de muestras de nifios y de animales de compaiiia, el
complejo clonal ST-607 identificado en cepas aisladas de muestras de animales de
compaiiia solamente, mientras que el complejo clonal ST-354 solamente se identificd en

cepas aisladas de aves domésticas (Vasco et al., 2016).

En otro estudio realizado en Finlandia, los ST mayormente identificados en cepas de
C. jejuni aislados de pacientes con gastroenteritis, son los ST-21, ST-45, ST-353 y
ST-50 (Kovanen et al., 2014). Estos ST también se han obtenido en la mayoria de las
cepas estudiadas en Lituania, especificamente en 2015, en cepas aisladas de muestras de
pollo directamente de los mataderos donde se destaca el ST-45 (Llarena ef al., 2015).
Otras secuencias tipo frecuentemente detectadas son ST-206 y ST-677, que han sido
descritas en casos esporddicos de campylobacteriosis y se han relacionado con el

consumo de carne de pollo contaminada (Kovanen et al., 2014).

Segtin otro estudio realizado en Suecia, con cepas aisladas de humanos y pollos en los
afos 2000 y 2008 se observd que los ST mas predominantes (42% de todos los ST
identificados) fueron ST-45, ST-50, ST48, ST-21 y ST-677 tanto en cepas aisladas de

muestras de humanos como de pollos (Griekspoor et al., 2015).

Por tanto, en la mayoria de los estudios se evidencia la alta variabilidad genética
existente entre las cepas aisladas; sin embargo en las cepas aisladas de muestras de
pollos o animales destinados al consumo humano como cerdos y ganado vacuno, se ha
observado similitud entre los ST identificados. Esta estrecha relacion entre ST y

complejos clonales entre cepas aisladas de muestras de pollos y de muestras de
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humanos se ha reportado en paises como Alemania y Polonia, donde los ST
mayoritariamente identificados fueron ST-50 (15%) y ST-206 (13%) entre las 91 cepas
de C. jejuni estudiadas; y donde se atribuyo, en el 74% de los casos la gastroenteritis
desarrollada, al consumo de carne de pollo contaminada (Rosner ef al., 2017). En el
estudio realizado en Polonia los principales complejos clonales identificados se
corresponden con los ST-21, ST-206 y ST-354, lo cual se atribuye a una de las posibles

causas de la contaminacion en humanos (Wieczorek and Osek, 2017).

Por otra parte, en un estudio realizado en Estados Unidos con cepas aisladas de
muestras de humanos y de pollos se detectaron, en la mayoria de los aislados, los
ST-137, ST-1233 y ST-7671. Ademas, las cepas aisladas de muestras de humanos y de
pollos compartieron complejos clonales ST-353 y el complejo clonal ST-607 estuvo
presente solo en cepas aisladas de muestras de animales domésticos, mientras que el
complejo clonal ST-354 solo se encontr6 en cepas aisladas de muestras de pollos
(Vasco et al., 2016). En Canada, en un estudio realizado en 2015 con cepas aisladas de
muestras de carne de pollo, predominaron los complejos clonales ST-21 y ST-45 (Oh et

al., 2015), los cuales se han descrito como causantes de gastroenteritis en humanos.

En un estudio realizado en Nueva Zelanda con cepas de C. jejuni aislados de otros
reservorios, como el ganado vacuno y las aves salvajes, también se ha detectado el
ST-45 y el ST-48, aunque asociado minoritariamente a la clinica humana (French et al.,
2009). Adicionalmente, en otros animales diferentes a las aves, como los cerdos y el
ganado vacuno, la colonizacion por cepas de C. jejuni conduce al aborto; lo cual se ha
asociado con los ST-8 y ST-50 en estudios realizados con cepas aisladas de muestras de

cerdos en Estados Unidos y Reino Unido (Wu ef al., 2014).

En el caso de las aves salvajes, especificamente en un estudio realizado en Suecia en
2015 en cuervos, los ST mayoritariamente descritos fueron los ST-1034, ST-1275, ST-
1287 y ST-1332 (Griekspoor et al., 2015).

Por otro lado el PFGE brinda informacion acerca de la diversidad clonal existente en un
conjunto de cepas. Con esta técnica se ha demostrado que se puede determinar la
relacion entre aislados de Campylobacter procedentes de diferentes origenes (Gibson et

al., 1995; Fitzgerald et al., 2001).
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El PFGE es considerado generalmente como uno de los métodos mas discriminativos
para el genotipado de C. jejuni. Ha sido utilizado en estudios de epidemiologia en
investigacion de brotes, persistencia de genotipos en poblaciones humanas, diversidad
ambiental de aislados causantes de infecciones esporadicas, diseminaciéon de cepas
resistentes a antibidticos y comparacion de genotipos entre y con otros hospedadores
(Zhou and Oyarzabal, 2015). En esta técnica se utilizan enzimas de restriccion de baja
frecuencia de corte. Las enzimas mayormente utilizadas en estudios con cepas de
Campylobacter son Smal y Kpnl. Varios autores se plantean el uso de una enzima o
ambas, para asi tener mayor poder de discriminacion a la hora de clasificar un clon

(Michaud et al., 2001).

Los casos de brotes difusos, los cuales no se circunscriben a un lugar o zona en
especifico, tienen un alto impacto en la epidemiologia de la campylobacteriosis.
Actualmente varios investigadores sustentan la idea de que con la implementacion de la
nueva era de la secuenciacion (NGS) (del inglés Next Generation Sequencing) en donde
es posible obtener la secuencia de todo un gen o de todo el genoma bacteriano (WGS),
se podria distinguir entre brotes y casos esporadicos; lo cual ayudaria en la vigilancia de

las infecciones de C. jejuni (Cody et al., 2013).

Dentro de las utilidades que nos brinda la WGS en los estudios del genoma bacteriano
estan: la identificacion de factores de patogenicidad, la presencia de pldsmidos, asi
como de genes de resistencia a antibioticos. Con la utilizacion de esta informacion, se
puede realizar la construccion de la estructura del plasmido presente en la bacteria.
Ademas, es posible detectar islas de patogenicidad, asi como identificar el entorno de
genes de resistencia a antibiotico de importancia clinica; los cuales pueden llevar
consigo otros determinantes de resistencia no conocidos y a su vez, dependiendo de su
localizacion, ser transmisibles o no. Toda esta informacion conlleva a poder realizar
estudios de epidemiologia molecular de una manera rapida y con mayor profundidad

(Llarena et al., 2017).

En lo que respecta a la sensibilidad a los antimicrobianos, no hay suficiente
conocimiento sobre la concordancia entre las pruebas fenotipicas y la presencia de
genes de resistencia en diferentes aislamientos. Aunque es destacable que con la
utilizacion de WGS se han obtenido valores superiores al 96% de sensibilidad y entre un

97-100% de especificidad en la prediccion del fenotipo resistente, por lo que en base a
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estos valores WGS es una alternativa realistica a los métodos de prueba de sensibilidad
fenotipica antimicrobiana (Zankari et al., 2013). En un estudio realizado en 2018 en
Estados Unidos, se analizaron un total de 1668 cepas de Klebsiella pneumoniae, con el
objetivo de predecir la concentracion minima inhibitoria (CMI) sin conocer el contenido
genético presente en las cepas. Mediante WGS se demostrd que era posible realizar un
analisis in silico para predecir el panel de CMI en cepas de K. pneumoniae y ademas
utilizarlo como modelo predictivo de otras bacterias enteropatogenas (Nguyen et al.,

2018).

En general, el andlisis de WGS puede ser una solucion Unica, rapida y rentable para
definir los genotipos de resistencia y predecir la resistencia fenotipica de bacterias con

gran sensibilidad y especificidad (Zhao et al., 2016).

Se han realizado diversos estudios con WGS en Campylobacter, la mayoria
comparativos y de evaluacion o profundizacién de técnicas, como el realizado para
evaluar los resultados obtenidos con el MALDI-TOFF en 2018 (Lawton et al., 2018), y
el realizado para conocer con mayor profundidad el contenido proteico de la bacteria
(Clark et al., 2018). También se han realizado estudios para conocer el cgMLST y
wgMLST (Kovanen et al., 2014), asi como para ampliar o conocer la presencia de
factores de virulencia y de presencia de genes de resistencia a antibidticos adquiridos,
asi como de mutaciones puntuales. En estos diversos estudios se ha planteado la
importancia de conocer la calidad de la secuencia obtenida por las plataformas
utilizadas y sobre todo y alin mas importante, el conocimiento del software con que se

analicen los datos.

1.5. Resistencia antimicrobiana en cepas de Campylobacter

Los antibioticos se pueden clasificar segun su estructura quimica, su mecanismo o su
espectro de accion. De acuerdo a su mecanismo de accion hay compuestos que actiian
sobre la sintesis de la pared celular (betalactamicos y fosfomicina), la sintesis proteica
(macrolidos, tetraciclina, aminoglucésidos y cloranfenicol) o en la sintesis de acidos
nucleicos (quinolonas). Segin su espectro de accion, los antibidticos pueden ser de
reducido o amplio espectro. También se clasifican en bacteriostaticos o bactericidas

segun inhiban o impidan el crecimiento bacteriano (Tabla 1).
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La emergencia de bacterias resistentes a los antibidticos ha ido paralela a la
incorporacion de los antibidticos al arsenal terapéutico. La industria farmacéutica ha ido
modificando la estructura quimica de las moléculas de antibidticos ya conocidos y ha
buscado, asi mismo, nuevos antibioticos que fuesen esquivando los mecanismos de
resistencia adquiridos por las bacterias. Sin embargo, aunque estas nuevas moléculas
han sido eficaces durante unos afios, las bacterias han desarrollado nuevos mecanismos

que incluyen la resistencia a estos nuevos antibidticos.

El uso indiscriminado de los antibidticos como las tetraciclinas y quinolonas en
humanos, asi como los utilizados para uso animal en el tratamiento o como factor de
crecimiento como medida profilactica en pollos, ha llevado a un incremento en la

resistencia de las cepas de C. jejuni (Marshall and Levy, 2011).

Segin un estudio emitido por EFSA en 2014 fue relevante la resistencia a los
antimicrobianos, principalmente a fluoroquinolonas, observada en aislamientos de
Campylobacter aislado de humanos, asi como de animales productores de alimentos,
donde destaco el pollo de engorde. Casi la mitad de los aislados de muestras clinicas
fueron resistentes al menos a un antimicrobiano de los que se evaluan generalmente
(ciprofloxacina, tetraciclina y eritromicina) y 28.9% fueron resistentes a multiples
farmacos (EFSA, 2014b). Resistencia alta a extremadamente alta (82.7%) a
fluoroquinolonas también se observo en cepas de Campylobacter aisladas de alimentos
de origen animal como la carne de pollo (Gallus gallus). En cerdos y ganado bovino los
valores de resistencia fueron algo menores, del 32.0% (EFSA, 2014b). En estudios
realizados en Polonia el incremento de la resistencia en cepas de C. jejuni aisladas de
pollos de engorde se reporta tanto para la tetraciclina, de 0% en 1994-1996 a 18.7% en
2005-2008, como para la ciprofloxacina, de 43.6% en 1994-1996 a 85.4% en 2005—
2008 (Woniak-Biel et al., 2017). Varios estudios en Estados Unidos, Reino Unido y
Europa, asocian la resistencia a fluoroquinolonas en cepas de Campylobacter aisladas
de muestras de humanos con el incremento de la resistencia de las cepas aisladas de

muestras de pollos o de su carne (EFSA, 2010).

En otro estudio realizado en Italia con cepas de C. jejuni aisladas de muestras de pollos
y de pavos, la resistencia a ampicilina se mostré muy elevada, con valores del 93 y

100% en pollos y pavos, respectivamente (Giacomelli et al., 2014).
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Pero no so6lo se han descrito resistencias en los ambitos relacionados con la presion
antibiotica, sino que algunas cepas de Campylobacter aisladas de aves salvajes han
presentado resistencia frente a los principales antibidticos utilizados en la clinica, como
fluoroquinolonas, tetraciclinas, aminoglucésidos y en menor medida a macrdlidos
(Krawiec, et al., 2017), aunque en porcentajes menores que los descritos en las cepas
aisladas de humanos, pollos y otros animales destinados a la alimentacién. En un
estudio realizado en 2005 en Suecia con cepas aisladas de animales de diversos tipos
como cuervos, zorzales, gavilanes y pdjaros playeros, se observaron valores de
resistencia con una prevalencia del 0.7-3.6% para compuestos como amoxicilina,
ciprofloxacina, doxyciclina y &cido nalidixico, y solo en un aislado se observo
resistencia con una prevalencia moderada al metronidazol del 14% (Waldenstrom et al.,
2005). En otro estudio, realizado con gaviotas del género Lariadae, se evidencio
resistencia frente a quinolonas, B-lactamicos y también frente a tetraciclinas (Mor¢ et

al., 2017).

Sin embargo, en un estudio realizado en aves acuaticas de vida libre en el Delta del
Ebro, se evidencid que todas las cepas fueron sensibles a los siete antimicrobianos
testados: ciprofloxacina, enrofloxacina, acido nalidixico, gentamicina, eritromicina,
tetraciclina y cloranfenicol (Antilles et al, 2015). También se observdé una mayor

prevalencia de C. coli con respecto a C. jejuni (11.64% vs. 0.94%).

Es importante destacar que en todos los estudios de sensibilidad a antimicrobianos
realizados en aves salvajes se transmite el mensaje de la importancia de estas aves como
transmisores de Campylobacter spp. a ambientes urbanos y la implicaciéon de estas
cepas, donde muchas son resistentes a antibioticos, en la salud ptblica (Waldenstrom et

al., 2005).

Estas aves de vida libre no tienen administracion, ni profilactica ni terapéutica, como los
animales de granja (pollos y pavos destinados al consumo humano); por lo que esto
pudiera ser un factor importante a la hora de analizar los patrones de sensibilidad
antimicrobiana. Sin embargo, a las aves salvajes que viven cerca de zonas urbanas, se
les realizan controles para describir su papel en la dispersion de patdgenos zoondticos a
la comunidad humana, y por lo tanto pueden ser un factor de diseminacion de cepas
resistentes a los antibioticos. También dentro del perfil de resistencia se ha comprobado

el creciente ascenso de la multidrogorresistencia (Wieczorek et al., 2015).
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En general, los mecanismos de resistencia a antibidticos comprenden la modificacion de
la diana del antibidtico, la modificacioén o inactivacion del antibidtico y la incapacidad
del antibidtico de alcanzar la diana por la existencia de bombas de expulsion y/o

alteraciones en las porinas propias de la bacteria.

Los genes implicados en la resistencia a un antibidtico pueden estar localizados en el
cromosoma o asociados a plasmidos, por lo que representan una combinacion de genes
endogenos y adquiridos (Iovine, 2013). También estructuras propias de la bacteria,
como las bombas de expulsion, funcionan como mecanismos de resistencia a
antibioticos, los cuales se han identificado como mecanismos intrinsecos de resistencia,

al expresarse constitutivamente en las cepas salvajes (Lin ef al., 2002).

Las cepas de Campylobacter spp. poseen una resistencia intrinseca frente a
determinados grupos de antibidticos como la bacitracina, novobiocina, rifampicina,
estreptogramina B, trimetoprin y vancomicina (Luangtongkum ef al., 2009), asi como a
muchos betalactdmicos, aunque algunos como el imipenem y cefepime tienen buena

actividad in vitro contra Campylobacter (Tabla 2).

1.5.1 Betalactamicos

Los antibidticos betalactimicos son bactericidas y actiian inhibiendo la sintesis de la
pared celular bacteriana. Su anillo betalactdmico, analogo a la D-alanil-D-alanina, que
es el péptido terminal de las subunidades peptidicas precursoras de la barrera de
péptidoglicano en formacidn, se une irreversiblemente a las transpeptidasas bacterianas
0 “penicillin binding proteins” (PBP), inhibiendo la reaccion de los enlaces cruzados
que confieren integridad al péptidoglicano, componente de la pared bacteriana. Como

consecuencia, la membrana se debilita y provoca la lisis celular (Tipper, 1985).

Los distintos mecanismos de resistencia a betalactimicos pueden agruparse en a)
produccion de betalactamasas, enzimas inactivantes del anillo betalactdmico, b)
cambios en la estructura de las PBP por mutacion, ¢) disminucion de la entrada del
antibiotico, alteraciones en las proteinas de membrana externa (porinas) y d) expulsion

del antibidtico fuera de la célula a través de bombas de expulsion.

Campylobacter spp. presenta resistencia intrinseca a varios betalactdmicos, como las
penicilinas y cefalosporinas de amplio espectro, sin embargo esta resistencia a

penicilinas y cefalosporinas de amplio espectro no la presentan todas las cepas (Tajada
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et al., 1996), lo cual se debe a la débil union de estos antimicrobianos a las PBP de
Campylobacter (Garcia et al., 2009). En Campylobacter, la resistencia a betalactamicos
mediante la produccion de betalactamasas es la mds comin (Taylor and Courvalin,
1988), seguido de la accidon de las bombas de expulsion. La produccion de penicilinasas

han sido detectada entre el 80-90% de las cepas de C. jejuni 'y C. coli (Li et al., 2007).

En C. jejuni se ha identificado el gen blapyxss; (Alfredson and Korolik, 2005)
correspondiente a una oxacilinasa de clase D de Ambler (Ambler, 1980) y grupo 2D de
Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995), la cual confiere resistencia a ampicilina,
carbenicilina y piperacilina. Este gen puede estar localizado en el cromosoma y, en
otros casos, estar ubicado en elementos moviles (pldsmidos e integrones),
favoreciéndose asi su diseminacion (Alfredson and Korolik, 2005). Sin embargo, se ha
evidenciado que en las cepas de Campylobacter se expresa pobremente por lo que no
parece tener un papel relevante en la resistencia a ampicilina (Alfredson and Korolik,
2005). De hecho, Griggs y colaboradores (Griggs et al., 2009) describen que el 59% de
las cepas sensibles a ampicilina eran portadoras de blapy4.s;, asi como un 9% de las
resistentes no lo portaban. En este mismo estudio se sugiere la existencia de otra
betalactamasa, CjBla2, con diferente punto isoeléctrico a blapy4.6;, y aunque esta no se
logré identificar, si se describid que no era producto de un mutante de blapxa.¢; (Griggs
et al., 2009). Otra de las oxacilinasas identificadas en Campylobacter es la blapx4.-1s4, 12
cual se ha identificado principalmente en el genoma de aves salvajes, especificamente
cuervos. Esto se demostr6 en un estudio realizado donde se observaron los dos tipos de
oxacilinasas, identificandose la blapxs.1s4 en el 55% de las cepas, mientras que la

blapxs.6; estuvo presente en el 29% de las cepas (Weis et al., 2016).

Otro mecanismo de resistencia que se ha relacionado con la resistencia a betalactamicos
es la sobreexpresion de la bomba de expulsion CmeABC debido a la presencia de la
mutacion en el represor CmeR (Zhang et al., 2017). CmeABC es una bomba del tipo
RND (de sus siglas en ingles resistance- nodulation-cell division), la cual consta de tres
componentes proteicos localizados en la membrana interna (CmeB), en el periplasma
(CmeA) y en la membrana externa (CmeC); los cuales confieren el operén cmeABC
(Lin et al, 2002). Esta bomba de expulsion también confiere resistencia a
fluoroquinolonas, macrolidos y algunos aminoglucosidos (lovine, 2013), siendo uno de

los principales mecanismos implicados en la multiresistencia (MDR) (Poole, 2005).
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Tabla 1: Clasificaciéon y mecanismos de acciéon de los antibi6ticos incluidos en este estudio.

Familia quimica Antibidtico Mecanismo de accion Referencia
Amoxicilina-acido
Penicilina clavulanico: Inhibe la sintesis del péptidoglicano, polimero esencial para la
Betalactdmicos Ampicilina formacion de l_a paﬁed celular t’)acterlana’. La alteracion de la pared 3 (Tipper, 1985)
produce la activacion de proteinas autoliticas provocando la destruccion
Carabapenems Imipenem de la bacteria.
Derivado del 4cido fosfénico Fosfomicina il/l{llllilj;: la sintesis del peptidoglicano, mediante el bloqueo de la enzima (Giske, 2015)
Macrélidos Eritromicina Inhibe la gmtems proteica bacteriana mediante la fijacion a la subunidad (Chopra and Reader, 2015)
50 S del ribosoma.
Inhibe la sintesis proteica bacteriana impidiendo la union del aminoacil
Tetraciclinas Tetraciclina RNAt al ribosoma (Chopra and Roberts, 2001)
Alteracion de la membrana plasmatica
Gentamicina
Aminoglucésidos Kanamicina Iphlbe sintesis proteica mediante la union a la suk?umdad 30 S del (Davis, 1987)
ribosoma, lo cual provoca la produccion de proteinas defectuosas
Estreptomicina
Fenicol Cloranfenicol Iphlbe sintesis proteica mediante la union a la subunidad 50 S del (Schwarz et al., 2004)
ribosoma
Acido nalidixico
Inhibicion de la actividad de dos topoisomeras (DNA girasa y la
Quinolona topoisomerasa V), las cuales estan involucradas en la modulacion del (Correia et al., 2017)

Fluoroquinolona

Ciprofloxacino

super enrollamiento del DNA bacteriano.

30



1.5.2 Tetraciclinas

Las tetraciclinas fueron descubiertas en los afios 40 del siglo XX como metabolitos
secundarios producidos por actinomicetales, presentes en el suelo. Su ventaja principal
era su amplio espectro sin necesidad de modificaciones secundarias. Su uso extensivo
en agricultura y medicina tuvo como consecuencia la aparicion temprana de resistencias

en cepas patogenas para el hombre (Roberts, 2005).

En los afos 60 surgieron las tetraciclinas de segunda generacion: minociclina y
doxiciclina, con sustituciones en algunas posiciones de los anillos. Finalmente en los
afios 90 surgieron las tetraciclinas de tercera generacidon, como las glicilciclinas y

tigeciclina, que poseen la ventaja de no verse afectadas por bombas de expulsion.

Las tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro y efectivos contra
microorganismos grampositivos y gramnegativos. La tetraciclina es un antibidtico
bacteriostatico, pues actia uniéndose reversiblemente a la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano. Esta unidon no permite que se efectiie la unidon con el aminoacil ARNt y por
lo tanto no se adicionan aminoacidos a la cadena peptidica lo que conlleva a la
inhibicion de la sintesis proteica (Chopra and Roberts, 2001). Se ha planteado que en
microorganismos gramnegativos el antibiotico atraviesa la membrana exteARN a través
de las porinas unidos a cationes de Mg*" formando un complejo. Ya una vez dentro del
espacio celular el complejo formado se disocia y se libera la molécula de tetraciclina

(Roberts, 2003).

La resistencia a tetraciclinas en C. jejuni se debe a dos mecanismos, uno relacionado
con la sintesis de proteinas de proteccion ribosomal (RPP) y el otro con la

sobreexpresion de bombas de eflujo.

El responsable de la sintesis de RPP es el gen tetO, que ha sido localizado tanto en un
plasmido autotransferible (Taylor and Courvalin, 1988; Li et al., 2013), como en el
cromosoma (Gibreel et al., 2004). La presencia de este gen es universal y se ha
reportado tanto en cepas de humanos como de animales. Su presencia en el ambito de
animales de engorde se creydo que era debida a la presion antibidtica pues las
tetraciclinas se han usado como factor de crecimiento en la alimentacion de animales de
granja. Sin embargo, hay estudios que descartan esta hipotesis pues se ha encontrado

dicho gen en cepas de C. jejuni aisladas de pollos procedentes de una granja ecoldgica,
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donde un 74% de las cepas presentaban el gen (Luangtongkum et al., 2006), o ganado
vacuno con un 91% de las cepas eren portadoras del gen o en el ambito salvaje donde
el gen estaba presente en la totalidad de aislados procedentes de muestras de primates

(Weis et al., 2016).

En estudios realizados con cepas de C. jejuni aisladas de muestras de carcasas de pollos
se han identificado otro determinante que confiere resistencia a tetraciclina, el cual es
denominado tet4. Este gen posee un amplio espectro de hospedadores (Gebreyes et al.,
2005). La accion de proteinas estructurales codificadas por el gen tet4, unidas a la
accion del gen tetO, estan involucradas en la resistencia a tetraciclina mediante el
mecanismo de expulsidon activa, provocan altos niveles de resistencia a tetraciclina en

cepas aisladas de muestras de pollos (Abdi-Hachesoo et al., 2014).

Otro mecanismo de resistencia que actia en sinergia con los mecanismos ya explicados
anteriormente es la accion de la bomba de expulsion CmeABC. Se ha demostrado la
accion de este sistema de expulsion en cepas de C. jejuni aisladas de pollos en un 89%

de las cepas resistentes a tetraciclina y en el 90% para C. coli (Zhang et al., 2017).

1.5.3 Quinolonas

El primer miembro de la familia de las quinolonas fue el acido nalidixico, introducido
en la clinica en 1962 y utilizado para el tratamiento de infecciones urinarias causadas
por bacterias entéricas (Emmerson and Jones, 2003). En la década de los 80 surge la
segunda generacion de quinolonas, las fluoroquinolonas (ciprofloxacina, norfloxacino y
ofloxacin). Estas nuevas drogas disponen de una mayor actividad contra la ADNgirasa,
una mayor penetracion en los organismos grampositivos y una mejor farmacocinética

(Andriole, 2005).

El mecanismo de accion de las quinolonas se centra en la ADN Topoisomerasa II (ADN
girasa) y la ADN Topoisomerasa IV. Las dos enzimas intervienen tanto en la
replicacion como en la transcripcion del ADN, asi como en la reparacion y
almacenamiento del material genético (Levine ef al., 1998). En ambos casos las dos
enzimas son heterodimeros formados por cuatro subunidades, en la ADN girasa dos
subunidades tipo A y dos tipo B (codificadas por los genes gyrd y gyrB,
respectivamente) y en la ADN topoisomerasa IV dos subunidades tipo A y dos tipo B

(codificadas por los genes parC'y parE, respectivamente). Las quinolonas interaccionan
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con estas dos enzimas, impidiendo la replicacion del ADN, aunque con diferencias, ya
que por lo general en las bacterias gramnegativas su objetivo es la ADN girasa y en las
bacterias grampositivas la Topoisomerasa IV. Aunque el mecanismo exacto por el que
las quinolonas producen la pérdida de viabilidad de la bacteria no esta perfectamente
conocido, se teoriza con la posibilidad de que se origine una acumulacion de ADN
cromosomico fragmentado y de reactivos toxicos. Dentro de la secuencia de
aminoacidos de las girasas o topoisomerasas existe una region denominada QRDR
(Quinolone-resistance Determining Region) localizada en la zona amino-terminal (entre
los aminoacidos 67-106 en las bacterias gramnegativas) de la enzima. Es en los
aminoacidos de esta region, que topoldgicamente se localizan en la superficie de la
estructura cuaternaria de la enzima, donde interaccionan las quinolonas, provocando su

efecto deletéreo (Aldred et al., 2014).

Los principales mecanismos de resistencia a las quinolonas son mutaciones en las
regiones determinante de resistencia a quinolonas (QRDR), del gen gyr4, en el caso de
las bacterias gramnegativas, o de parC, en las grampositivas (Smith and Fratamico,
2010). A parte de estas mutaciones, se han descrito otros mecanismos de resistencia a
quinolonas como son la reduccion de la acumulacion intracelular del antimicrobiano
(por disminucién de la permeabilidad de la membrana externa o por aumento de la
actividad de expulsion) y la proteccion de las dianas mediante proteinas Qnr. Estos
genes gnr son transportados por plasmidos, confieren un nivel bajo de resistencia a
fluoroquinolonas en otras especies bacterianas, pero no han sido descritos en

Campylobacter (Payot et al., 2006).

La mutacion de gyrd mas frecuente en C. jejuni y C. coli es Thr86lle, aunque otras
mutaciones poco frecuentes también se han detectado como Asp90Asn y Thr86Lys, que
confieren valores inferiores de resistencia a quinolonas (8-16 pg/ml), Thr86Ala
(2 pg/ml), Thr86Val, Asp90Tyr y las mutaciones dobles Thr86lle, Prol04Ser y
Thr86lle, Asp90Asn (Payot ef al., 2006).

En Campylobacter hay evidencias de que la diana secundaria (topoisomerasa IV) esta
ausente. Tampoco han sido descritas mutaciones en Campylobacter en la subunidad
GyrB (Payot et al., 2006). La ausencia de una diana secundaria sugiere que solo la
modificacion de la subunidad GyrA es responsable de conferir un fenotipo de elevada

resistencia a las fluoroquinolonas en C. jejuni y C. coli (Wieczorek and Osek, 2013).
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La resistencia a ciprofloxacina presente en Campylobacter spp. ha sido reportada en
casi la totalidad de las cepas analizadas en varios estudios, tanto en cepas aisladas de
muestras de humanos como de pollos (Kinana et al., 2006; Maesaar et al., 2016); y en
algunos casos, conforman el patron de la multiresistencia unido a ampicilina y

tetraciclina en un 98% de las cepas (Zhang et al., 2017).

1.5.4 Aminoglucoésidos

Los aminoglucosidos son antibidticos bactericidas, de amplio espectro y cominmente
utilizados en el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos grampositivos
y gramnegativos. Estas moléculas actian a nivel del ribosoma, uniéndose a la subunidad
30S e interrumpiendo el proceso de alargamiento de péptidos, lo cual provoca que el
ribosoma sea mas propenso a producir errores en la traduccion, lo que dard lugar a una
sintesis anémala de proteinas (Davis, 1987). Entre los principales antimicrobianos que
conforman este grupo se encuentran la gentamicina, la kanamicina, la neomicina y la

estreptomicina.

Entre los mecanismos de resistencia a aminoglucésidos estd la modificacion enzimatica,
por lo que los antibidticos modificados no pueden unirse al ribosoma perdiendo su
efectividad bactericida (Shaw et al, 1993). Las enzimas que modifican los
aminoglucoésidos se dividen en tres grandes grupos basados en la reaccion que median:
aminoglucésidos-fosfotransferasas (APH), aminoglucdsidos-nucleotidiltransferasas
(ANT), también denominadas aminoglicésido-adenililtransferasas (AAD), vy
aminoglucoésidos-acetiltransferasas (AAC). Enzimas de los tres grupos han sido

detectadas en diferentes cepas de Campylobacter (Aarestrup and Engberg, 2001).

En un estudio realizado con cepas de Campylobacter aisladas de muestras de humanos y
de carne de pollo en Estados Unidos se evidencid la presencia de dos genes
bifuncionales (aac(6')- Ile/aph(2")-Ia y aac(6')-le/laph(2")-1f>), los cuales confieren
resistencia a gentamicina, sin embargo la presencia de aacA4 no fue detectada en

ninguna de las cepas estudiadas (Zhao et al., 2015).

Del grupo de las APH se ha descrito el gen aph(3’) que confiere resistencia a
kanamicina, neomicina y, en algunas variantes, a gentamicina (Shaw et al., 1993). Otro
gen de resistencia a kanamicina, aph7, fue identificado en un plasmido de 14-kb

(pS1178) en cepas de C. jejuni aisladas de un paciente con gastroenteritis en Seattle,
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Estados Unidos. Ademas, se han encontrado las diferentes variantes del gen aph(2”). El
gen aph(2”)-Ig determinante de la resistencia a gentamicina se describi6é en cepas de
C. coli aisladas de muestras humanas (34.2%) y de carne de pollo (95%) (Zhao et al.,
2015), el gen aph(2’’)-If se describid en cepas de C. jejuni (15.6%) y en C. coli (79%)
aisladas de pollos y cerdos (Yao et al., 2017).

Del grupo ANT se ha identificado el gen ant(6) en cepas de C. fetus aisladas de terneros
de engorde, también denominado aadE, de origen plasmidico en su generalidad. Este
gen, con capacidad transferible a otras especies de Campylobacter, confiere resistencia
a la estreptomicina y forma parte de una isla de patogenicidad unido a genes de
resistencia a tetraciclina como tet (44), descrito este Ultimo en otros microorganismos

(Yao et al., 2017).

Los genes mayormente descritos en Campylobacter, que confieren resistencia frente a
aminoglucoésidos, son los genes aph y ant. El gen aph se ha descrito presentando una
prevalencia del 5.3% en cepas de C. coli aisladas de muestras tanto de leche cruda como
de carcasas de ternera en un estudio realizado en Tanzania (Kashoma et al., 2016). Por
su parte, en un estudio realizado en China en 2017, con cepas de C. jejuni aisladas de
muestras de pollos y cerdos la prevalencia del gen aph fue del 79.9%. En este estudio, el
gen identificado fue aph(2)-If e incluso mostré la mayor prevalencia en comparacion

otros genes como aacA 'y aphD (Yao et al., 2017).

El gen ant(6) o también denominado aadE, (Yao et al., 2017) se ha descrito en un
estudio con cepas de C. coli y C. jejuni aisladas de muestras de pollos realizado en
China, donde de 138 cepas se identifico la prevalencia de la resistencia a
aminoglucosidos en un 71% para las cepas de C. coli, las cuales conformaban un clon, y
en menos porcentaje (5.6%) para las cepas de C. jejuni. El mecanismo de resistencia
identificado en las cepas de C. coli fue por la presencia de un gen cluster, aadE-sat4-
aphA-3, el cual conferia resistencia a kanamicina y gentamicina, mientras que en las
cepas de C. jejuni solo fue identificado el gen aphA-3. Curiosamente este gen cluster fue
localizado, mediante estudios de hibridacion, en el cromosoma de la bacteria (Qin et al.,

2012).
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1.5.5 Macrolidos

Los macrolidos son compuestos que se caracterizan por tener un anillo macrociclico de
tipo lactona, al cual se le unen varios deoxiazucares como la cladinosa o la desosamina.
De forma general se suelen englobar los macrolidos junto con otros antibidticos en lo
que se denomina grupo MLKSO (Macrélidos-Lincosamidas-Ketolidos-Streptogramina-

Oxazolidinona), ya que todos ellos actuan uniéndose a sitios comunes en la subunidad

50S del ribosoma bacteriano (Roberts, 2008).

Durante la sintesis proteica en las bacterias, los péptidos sintetizados deben atravesar
una estructura en forma de tinel que se encuentra en la subunidad 50S del ribosoma.
Esta estructura esta constituida por zonas del ARN (regiones V) y hélices Beta de dos
proteinas ribosomicas: L4 y L22. El péptido recién sintetizado debe atravesar este tinel,
y es ahi donde actian los macroélidos, impidiendo su salida del ribosoma (Chopra and

Reader, 2015).

Los mecanismos de resistencia a macrolidos estan basados en la modificacion de la
diana por mutacion o metilacion del gen 23S ARNr, hidrolisis del antibidtico,

disminucion de la permeabilidad de la membrana y la accién de bombas de expulsion.

La mutacion mds frecuentemente encontrada en cepas de Campylobacter es la que
ocurre en el nucledtido 2075 del dominio V del gen 23S ARNr (A2075G) (Gibreel et
al., 2005), aunque se ha demostrado que esta resistencia se evidencia con mayor
frecuencia en cepas de C. coli (Qin et al., 2014). En el caso de los pollos se ha
evidenciado que este tipo de sustituciones nucleotidicas disminuye la habilidad del
patdgeno para colonizar su intestino, lo que hace que disminuya la prevalencia del
patogeno en Campylobacter y por lo tanto la resistencia a macrélidos (Qin et al., 2014) .
Otras mutaciones que se han descrito son en los genes rp/D y rplV, los cuales codifican
las proteinas ribosomales L4 y L22 y podrian estar asociadas con niveles bajos de
resistencia a macrolidos (Pérez-Boto et al., 2010). Recientemente se han identificado
cepas de C. jejuni resistentes a macrélidos donde se ha determinado la presencia de una

mutacion en A2074T (Ohno et al., 2016).

En estudios realizados en Korea, con cepas de Campylobacter aisladas de muestras de
pollos se han observado altos valores de resistencia a eritromicina, siempre

predominando las cepas de C. coli con un 19% (23/121) con respecto a las cepas de
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C. jejuni en un 6.8% (5/73). Los mecanismos de resistencia que provocaron estos

valores de resistencia son los correspondientes a las sustituciones en las proteinas

ribosomales .4 y L22 (Lim et al., 2016).

Por ultimo otro mecanismo de resistencia a macrélidos descrito es la presencia del gen
erm (B) identificado en una isla gendmica multirresistente en cepas de C. coli. Estas
cepas de C. coli se identificaron mostrando una expansion clonal en China, lugar que
unido a Espafna en un estudio publicado con cepas aisladas de muestras de pavos
(Florez-Cuadrado ef al., 2016), han sido las dos zonas donde se ha identificado este gen

erm (B) hasta el momento (Bolinger and Kathariou, 2017).

Esta accion se ha comprobado mediante estudios de mutacion al gen cmeB, en los
cuales se ha demostrado que al estar mutado aumenta la sensibilidad de la bacteria a

varios farmacos como las quinolonas y macrolidos (Martinez and Lin, 2006).

1.5.6 Fenicoles

El cloranfenicol fue aislado por primera vez de Streptomyces venezuelae en 1947.
Mostr6 ser un antibidtico de amplio espectro con una estructura quimica diferente donde
resaltaba el grupo nitro (Ehrlich et al., 1947). En los primeros afios después de su
introduccion en el uso clinico, el cloranfenicol fue considerado como un prometedor
antibiotico de amplio espectro. Sin embargo, desde mediados de los afios sesenta se han
observado una serie de efectos adversos en relacion con su aplicacion (Schwarz ef al.,
2004). Debido a estos efectos adversos no es aconsejable su uso en humanos, y en

algunos paises su uso se ve limitado para animales.

Este farmaco es un inhibidor muy especifico y potente de la sintesis proteica debido a la
prevencion del alargamiento de la cadena polipeptidica. Su actividad bacteriostatica se
basa en una unidn reversible al centro de la peptidiltransferasa en la subunidad

ribosomal 50S del ribosomas 10S (Schlunzen et al., 2001).

La resistencia a cloranfenicol se ha evidenciado en organismos como Escherichia coli y
Salmonella spp. mientras que la resistencia en Campylobacter raramente ocurre (Ma et

al., 2014).

Los mecanismos de resistencia a cloranfenicol suelen estar asociados a la inactivacion

enzimatica por acetilacion del antimicrobiano, via acetiltransferasas mediante la accion
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del gen cat. Este mecanismo ha sido identificado en cepas de C. coli (Wang and Taylor,

1990b).

Otro mecanismo suele ser la inactivacion del sitio diana mediante mutaciones en el
dominio V del gen 23S ARNr (Ma et al., 2014) identificado en cepas de C. jejuni.
Ademas, otro mecanismo de resistencia presente en C. jejuni es la presencia del gen cfr
localizado en plasmidos, el cual codifica para 23S ARNr metiltransferasa que confiere
resistencia a cloranfenicol (Schwarz et al., 2000). Este gen se habia descrito solo en
microorganismos grampositivos. Recientemente, debido a su localizaciéon en plasmidos
transferibles, ha sido identificado, concretamente el gen cfr(C) en cepas de

Campylobacter aisladas de muestras de alimentos (Tang et al., 2017).

Por ultimo, otro mecanismo de resistencia frente a cloranfenicol es el sistema de
expulsion, donde se ha evidenciado la accion de los genes cmlA, floR, floRv, fexA, fexAc
y fex B en cepas de Pseudomonas, Salmonella y Staphylococcus no siendo asi en cepas

de Campylobacter (Schwarz et al., 2004).

Los porcentajes de resistencia a cloranfenicol solian ser generalmente muy bajos o casi
nulos en cepas de Campylobacter aisladas de muestras de humanos (Luangtongkum et
al., 2009; El-Adawy et al., 2015), debido a que esta droga no se administra a pacientes
por sus efectos hepatotoxicos, sin embargo, se continua analizando el patrén de
sensibilidad en cepas aisladas de animales de granja, como en pollos y pavos. Estos
bajos porcentajes de cepas resistentes a cloranfenicol se observan en estudios
comparativos donde se analizan cepas de Campylobacter de granjas convencionales y

biologicas donde no presentaron resistencia al cloranfenicol (El-Adawy et al., 2015).

También en paises como Estados Unidos (Englen et al., 2007), Espana (Pérez-Boto et
al.,2013) y Japon (Ozawa et al., 2012) no se ha evidenciado resistencia a cloranfenicol.
Sin embargo, hace unos afios, en estudios epidemiologicos realizados en China se ha
demostrado que la resistencia a cloranfenicol y floranfenicol presente en cepas de
C. jejuni aisladas de pollos han llegado a alcanzar valores de 24.5% y 61.7%,
respectivamente. En otros paises, como Brasil, los niveles de resistencia a cloranfenicol
han alcanzado valores de hasta 37.5%. Los mecanismos de resistencia identificados en
estos estudios han sido la sustitucion nucleotidica G2073A en el dominio V del gen 23S

ARNr (Li et al., 2015).
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1.5.7 Fosfomicina

La fosfomicina penetra en las bacterias a través de dos sistemas de permeasas, uno que
transporta el L-a-glicerol- fosfato y otro, inducible, que lleva la D-glucosa-6-fosfato al
interior de la célula bacteriana. Una vez dentro actia impidiendo la sintesis de su pared,
inhibiendo por competicion, al ser analogos, la enzima UDP-N-acetilglucosamina-3-0-
enolpiruvil transferasa (MurA). El antibidtico actia sobre las bacterias en fase de
crecimiento. Este mecanismo de accion hace que el efecto de la fosfomicina sea
bactericida, existiendo una correlacion entre la cinética de su actividad y la tasa de

crecimiento bacteriano (Skarzynski et al., 1996).

El mecanismo mas comun de resistencia frente a la fosfomicina es la modificacion por
mutacion del sitio diana, MurA o la sobreexpresion de esta. Otros mecanismos que se
han descrito en la resistencia bacteriana a este antibiotico son la disminucién de la
permeabilidad de la membrana mediante la mutacioén de genes estructurales (permeasas)
de la bacteria, asi como la modificacion del propio antibidtico, mediante enzimas que
producen cambios quimicos que lo inactivan, como son FosA, FosB o FosX

(Castaneda-Garcia et al., 2013; Giske, 2015).

Hasta hace tres afios no se habia caracterizado ningin mecanismo de resistencia a
fosfomicina en las cepas de Campylobacter, por lo que la administracion de fosfomicina
ante episodios de campilobacteriosis en humanos era totalmente segura. En 2015 se
identifico un gen de resistencia, tipo fosX (fosX““) localizado en una isla genomica
multirresistente (MDRGI) en cepas de C. coli aisladas de cerdos, capaz de conferir

resistencia a fosfomicina (Wang et al., 2015)
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Tabla 2: Mecanismos de resistencia a antibidticos descritos en cepas de C. jejuni y genes involucrados.

Grupo Antibiético Mecanismo de resistencia a antibidticos descritos en Campylobacter .Genes Referencias
involucrados
o o . (Alfredson and Korolik,
Betalactimicos JU— Inactivacion enzimatica por betalactamasa codificadas cromosomalmente bla,.,.s; 2005, 2007)
p Disminucion de la capacidad de permeabilidad de la membrana debido a proteinas MOMP (Kurin¢i€ et al., 2007)
Expulsion activa por la bomba CmeABC cmeABC (Lin et al., 2002)
Disminucion de la permeabilidad de la membrana (Kurin¢i€ et al., 2007)
],)e:rlvado fle.l Fosfomicina Modificaciones enzimaticas del antibidtico por transferasas codificadas en plasmidos Jos4 C (Giske, 2015)
acido fosfonico fosX“ (Wang et al., 2015)
Modificacion del sitio de unidn a la fosfomicina por un mecanismo desconocido £ "
Mutacion en el gen 23S rARN (Gibreel ef al., 2005)
Macrolidos Eritromicina Disminucion de la capacidad de permeabilidad de la membrana debido a proteinas MOMP (Kurin¢i¢ et al., 2007)
Expulsion activa por la bomba CmeABC cmeABC (Cagliero et al., 2005)
., . ., . P . . (Taylor and Courvalin,
Proteccion del sitio de unidn al ribosoma por RPP (del inglés Ribosomal Protection Proteins) tetO 1988: Li et al., 2013)
Tetraciclinas Tetraciclina Expulsion activa por la bomba CmeABC cmeABC (Lin et al., 2002)
., . (Abdi-Hachesoo et al.,
Expulsion activa tetA 2014)
Estreptomicina
. , . .. . ., L . L1 aph; aad,
Aminoglucésidos Gentamicina Modificacion enzimatica, las cuales son usualmente de origen plasmidico ant (Shaw et al., 1993)
Kanamicina
Acido nalidixico  Inactivacion del sitio activo/ mutaciones en el gen que codifica para la ADN girasa y gyrd (Smith and Fratamico,
Quinolonas y Expulsion activa por la bomba CmeABC cmeABC 2010)
Ciprofloxacina Proteccion de las dianas mediante proteinas Qnr qnr (Payot et al., 2006)
Inactivacion enzimatica por acetilacion del antimicrobiano, via acetiltransferasas cat (Wang and Taylor,
Fenicoles Cloranfenicol 1990a)
Inactivacion del sitio diana mediante mutaciones en el dominio V del gen 23S rARN 23S ARNr Ma et al.,2014)
Inactivacion enzimatica por metiltransferasas sintetizadas por el gen cfr cfr (Schwarz et al., 2000)

RPP: del inglés Ribosomal Protection Proteins
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2. OBJETIVO

Describir, a nivel molecular, la poblacion de Campylobacter jejuni a partir de 150 cepas
aisladas de tres poblaciones diferentes: humanas (50), pollos de engorde (50) y aves

salvajes (50).

En la descripcion se incluyeron los siguientes objetivos especificos:

2.1 Objetivos especificos

1. Determinar la diversidad clonal de las cepas de C. jejuni aisladas de muestras de
humanos, pollos de engorde y aves salvajes mediante PFGE.

2. Determinar la filogenia de las cepas de C. jejuni aisladas de muestras de
humanos, pollos de engorde y aves salvajes mediante MLST.

3. Determinar la posible difusion de determinados clones de C. jejuni entre
humanos, pollos de engorde y aves salvajes.

4. Determinar el perfil de sensibilidad a antibidticos de estas cepas frente a los
antimicrobianos de mayor uso en clinica y veterinaria, y comparar la prevalencia
de las resistencias entre las tres poblaciones del estudio.

5. Determinar la presencia de los genes de resistencia a antimicrobianos descritos
en la bibliografia y su localizacion en el genoma de la bacteria para analizar el
potencial de trasmision de los mismos.

6. Evaluar la técnica de secuenciacion masiva del genoma (WGS) como

herramienta para el estudio de los puntos anteriores.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Cepas del estudio

En este estudio se analizaron 150 cepas de Campylobacter jejuni las cuales provenian
de tres poblaciones diferentes: 50 de pacientes (H), 50 de pollos de granja (B) y 50 de

aves salvajes (W).

En el caso de las muestras aisladas de humanos estas fueron obtenidas en el transcurso
del afio 2014 en el hospital de la Santa Creu i Sant Pau, y procedian de pacientes de la
comunidad que presentaban un episodio de gastroenteritis. La poblacion estaba
representada por un 54% de nifios de edad comprendida entre los 0 y los 16 afios, un
30% de adultos de entre 17 y 64 afios y un 16% de ancianos de edades > 65 afios. El

58% fueron hombres y el 42% mujeres (anexo 1).

Las cepas aisladas de pollos de engorde, del género Gallus gallus, se obtuvieron de
muestras de intestino ciego en siete mataderos diferentes de Catalufia (A-G), los cuales
se abastecian de cuatro granjas (CAT, CT, ES, EU) ubicadas en Barcelona, Lleida y
Tarragona. Las muestras se obtuvieron entre los afios 2009 y del 2011 al 2013

(anexo 2).

Por ultimo, las restantes cepas fueron aisladas de muestras de hisopos cloacales de aves
salvajes, las cuales fueron donadas por el Centro de Investigacion de Salud Animal
(CReSA) y la Agencia de Salud Publica de Barcelona (ASPB), entre los afios 2008 y
2015. Esta coleccion la comprenden cepas aisladas de cinco tipos de aves: una cepa
aislada de Spatula clypeata (pato del norte) proveniente del Delta del Ebro, dos cepas
aisladas de Ciconia ciconia (cigiiena blanca) provenientes de Lleida, cinco cepas
aisladas de Corvus corax (cuervos comunes) de los alrededores de Sabadell (provincia
de Barcelona), 14 cepas aisladas de Columba livia (palomas domésticas) provenientes
de Barcelona, siete de Larus michahellis (gaviota patiamarilla) de Islas Medes (5 cepas)
y de Barcelona (2 cepas) y 21 de Larus audouinii (gaviota Audouin) del Delta del Ebro
(13 cepas) y de Isla Alboran (8 cepas) (anexo 3).

La coleccién de cepas se guardd en dos ceparios distintos, uno en el Servicio de
Microbiologia y el otro en el Departamento de Genética, Microbiologia y Estadistica de

la Universidad de Barcelona.

Todos los datos se detallan en las tablas de los anexos 1, 2 y 3.
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3.1.1 Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento de las cepas de Campylobacter a partir de muestra fecal humana se
utilizd el medio de aislamiento de CCDA (del inglés Charcoal Cefoperaxone
Desoxycolate Agar, BioMeriux®, Francia). Las placas se incubaron a 42°C durante 48h
en una jarra para anaerobiosis de 1 litro con un sobre de microaerofilia GENbox
(BioMériux®, Francia) con el cual se logré una atmésfera de 10% de CO, y 5% de O».
Una vez se obtenian las primeras colonias en el medio selectivo, se realizd un
subcultivo a Agar Sangre, se incubd a 42°C durante 48h (BioMériux”, Francia) con el
fin de observar la morfologia en este medio, a partir del cual se llevd a cabo la

identificacion y posterior crioconservacion.

Tras obtener un cultivo puro en Agar Sangre a partir de una colonia aislada en el medio
selectivo, se procedid a la recogida de todo el indculo de la placa con un asa de siembra
estéril que se introdujo en un criovial: Cryoinstant™ (DeltaLab, Espafia) de 2ml,
conteniendo 25 crioperlas de vidrio tratadas con crioprotectores que actuan como

conservante. Transcurridos Smin se vertié el medio liquido y luego se congelo a -80°C.

Las cepas de origen animal fueron aisladas y conservadas en CReSA, del cual se obtuvo
una copia del criotubo. De la misma manera, una copia del criotubo de muestras
humanas se cedi6 al Departamento de Genética y Microbiologia de la Universidad de

Barcelona para que procedieran con sus estudios.

La identificacion de todas las cepas del estudio (humanas y de origen animal) se realizo
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (del inglés Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight), (Bruker Daltonics, Estados Unidos), utilizando
como cepa control E. coli ATCC 25922. Para la identificacion se precis6 una colonia de
la cepa a determinar, crecida en cultivo puro y fresco (24h) en medio Agar Sangre

(BioMériux®, Francia).

3.2. Estudio de la sensibilidad

Tras disponer de la identificacién de los aislados, se prosiguié con el estudio de la
sensibilidad. Un antibidtico se considera efectivo frente a una bacteria cuando
administrado a dosis terapéuticas en una persona inhibe su multiplicacion. Su actividad

se evaltia in vitro determinando la CMI. El valor de la CMI se puede determinar

48



directamente mediante técnicas de microdilucion o indirectamente mediante la técnica

de disco difusion, la cual fue la escogida en nuestro estudio.

La validacion y la estandarizacion de los resultados se realizd siguiendo las
recomendaciones del CLSI (del inglés Clinical and Laboratory Standards Institute)
(CLSI, 2017) y del EUCAST (del inglés European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (EUCAST, 2013).

Para este estudio la sensibilidad a los 12 antimicrobianos se ensayo por el método de
difusion en disco en medio Mueller-Hinton (BioMeriux®, Francia) suplementado con
5% de sangre de oveja desfibrinada. Las cepas se sembraron en placas de agar sangre, a
partir del cultivo congelado, y se incubaron durante 48h en una estufa a 42°C en
microaerofilia. Una vez detectado el crecimiento bacteriano, se tomaron una o dos
colonias y se disgregaron en 1,5 ml de caldo triptona (CT) hasta obtener una medida de
aproximadamente 0,5 U de Mc Farland (DO625nm = 0,08-0,1), obteniéndose una
concentracion celular de 1-2 x10® UFC/ml. Con estos indculos se procedio a la siembra
con un hisopo en las placas de Mueller-Hinton (BioMeriux”, Francia), se colocaron los
discos de antibidticos y se incubaron a 37°C durante 24h en microaerofilia. Los criterios
para la interpretacion del halo fueron los descritos por el CLSI para los antibidticos
ampicillina, amoxicilina-4cido clavulanico, imipenem, kanamicina, gentamicina, acido
nalidixico, estreptomicina, fosfomicina y cloranfenicol y por EUCAST para los

antibidticos tetraciclina, eritromicina y ciprofloxacina (Tabla 3).

3.3. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Otra de las herramientas muy aplicadas para la caracterizacion de las cepas de
Campylobacter lo constituye la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). El
PFGE es una técnica que se desarrolld en 1984 (Schwartz and Cantor, 1984) con el
objetivo de separar largos fragmentos de ADN en orden de dividir el genoma de
Saccharomyces cerevisiae y calcular su tamafio. Desde esa fecha esta técnica ha tenido

alto impacto en el estudio de la biologia molecular.
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Tabla 3: Antibidticos testados por difusion en agar mediante la técnica de disco difusion y
puntos de cortes segiin los criterios de CLSI y EUCAST.

Concentracion (pg/disco) _Halo de inhibicion (mm)

Antibidtico R 1 3

Ampicilina (AMP) 10 <13 14-16 =>17
Amoxicilina-acido clavulanico (AMC) 30 <13 14-17 >18
Tetraciclina (TET) 30 <30 >30
Imipenem (IMP) 10 <19 20-22 =123
Eritromicina (ERY) 15 <20 >20
Ciprofloxacina (CIP) 5 <26 >26
Acido nalidixico (NAL) 30 <13 14-18 =19
Kanamicina (K) 30 <13 14-17 =>18
Gentamicina (G) 10 <13 13-14 =>15
Estreptomicina (S) 10 <11 12-14 >15
Cloranfenicol (CHL) 30 <12 13-17 =18
Fosfomicina (FOS) 200 <12 13-15 =16

R: resistentes; S: sensibles; I: intermedio (los valores intermedios se consideraron resistentes).

El PFGE tiene como base la migracion del ADN en zig-zag a través de los poros de un
gel de acuerdo a los impulsos eléctricos. Debido a los pulsos, o cambios en la direccion
del campo eléctrico, es que las moléculas mayores de 10Mb pueden migrar. Los
diferentes tamafios de los fragmentos requieren diferentes tiempos para reorientarse en
el campo eléctrico. De esta forma estos fragmentos se pueden mover a diferente
velocidad a través del gel de agarosa. Este movimiento es proporcional al peso

molecular del fragmento de ADN (Herschleb et al., 2007).

El PFGE provee de un tnico perfil de bandas a cada microorganismo con la utilizacion
de una o dos enzimas de restriccion. Debido a esta cualidad se ha convertido en la

técnica de tipaje predominante en C. jejuni (Swaminathan et al., 2001).

Al principio de su aplicacion (Yan ef al., 1991), la duraciéon de la técnica para C. jejuni
era de varios dias; hoy en dia la duracion se ha acortado hasta llegar a realizarse en 24h

(Ribot et al., 2001; Michaud et al., 2001).

Su procedimiento comprende: la preparacion del ADN, la digestion utilizando las
endonucleasas de restriccion de baja frecuencia de corte, la separacion de los
fragmentos del ADN a través de la electroforesis en gel de campo pulsado y por ultimo

la visualizacion e interpretacion de los patrones de bandas (pulsotipos).

Las diferentes bandas generadas por el PFGE son debidas a las variaciones en la

longitud de los segmentos de ADN obtenidos del corte en los sitios de restriccion del
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cromosoma bacteriano. El PFGE no proporciona informacién del pool de genes
presentes en la bacteria estudiada. Se asume que la cepa con idéntico patrén de PFGE
puede tener un origen similar. Basdndonos en los criterios de Tenover (Tenover et al.,
1995), el cual clasifico la relacion existente entre las cepas en: indistinguibles,
cercanamente relacionadas, posiblemente relacionadas y cepas no relacionadas,
podemos analizar un grupo de aislados y sacar conclusiones de la relacion existente

entre ellos.

Ademas es muy importante que los pulsotipos sean analizados tras analizar los datos
obtenidos de un cuestionario epidemiologico que definen el tiempo y el lugar donde ha
tenido lugar el brote, y siempre tener presente que los datos deben tener una

concoordancia epidemiologica (Van Belkum ef al., 2007).

Sin embargo, existen algunas limitaciones del PFGE, una de ellas es la reproducibilidad
en los patrones de bandas, por lo cual es importante el uso de un software para la
estandarizacion y andlisis cuando se estudian patrones de bandas de un largo numero de
aislados (de Boer et al., 2000). Esta variabilidad, que podemos observar entre cepas de
un mismo clon, puede limitar la aplicacion del PFGE para identificar brotes (Hedberg et
al., 2001). Otra de las limitaciones de esta técnica radica en que algunas cepas se lisan y

no se observa el patron de bandas sino un difuminado a lo largo del carril de corrida.

A pesar de estas dificultades el PFGE es uno de los métodos disponibles mas

discriminativos.

En nuestro estudio el PFGE se realizé siguiendo las normativas descritas por PulsNet
(Standard Operating Procedure for PulseNet PFGE of Campylobacter jejuni)

publicadas en la ultima actualizacion del 2013.

Se partié de cultivos frescos crecidos en las placas de agar sangre, durante 48h a 42°C.
El procedimiento consté de las siguientes fases: preparacion de los insertos, lisis y
lavado, digestiéon con enzimas de baja frecuencia de corte, electroforesis y tincion,

visualizacion y analisis.

3.3.1 Preparacion de insertos, lisis y lavado

Para realizar los insertos, en el primer dia se tomaron de tres a cinco colonias y se
resuspendieron en 1 ml de CSB (Tris100 mM-EDTA 100 mM; pH=7,5) hasta obtener
una suspension homogénea. De esta suspension se tomaron 250ul y se afadieron 1,2pl
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de proteinasa K 50mg/ml (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Luego se pesé la agarosa
Incert™ agarose (Lonza®, Suiza) y se diluyé en TE al 2% (10 mM Tris, ] mM EDTA)
y se mantuvo en el heat-blooquer a 55°C hasta que se dispenséd en los moldes. Para
formar el inserto se mezcld la solucion microbiana y la agarosa templada y se dispenso
en los moldes, los cuales se incubaron a 4°C durante 30min. Una vez solidificados los
bloques de agarosa se colocaron en tubos tipo eppendorfs de 2ml con 2ml de tampon de
lisis (5g SLS; 250ml CSB) y 12pl de proteinasa K 50mg/ml (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos).

Para realizar la lisis se procedié a incubar estos insertos en un bafio a 55°C durante 2h

con una agitacion moderada.

Al dia siguiente se tomaron los insertos y auxiliados por un portaobjetos se procedi6 a
cortarlos (1/3) para el lavado. Se realizaron para cada digestion cinco lavados, dos con
agua estéril y tres con TE, incubando los insertos en un bafio termostatado a 55°C

durante 10min con una agitacion moderada.

3.3.2 Digestion con enzimas de baja frecuencia de corte, condiciones de corrida del
gel de electroforesis

Transcurrido ese tiempo del lavado los insertos fueron colocados en otro tubo tipo
eppendorf para la digestion con las enzimas de restriccion Smal y Kpnl (40 U/ul)
(Roche, Suiza). Para la digestion de los insertos con cada enzima se prepard en un tubo
tipo eppendorf una solucion que contenia 177ul agua, 20 pl del tampdén (tp)
correspondiente (tp A en Smal y tp L en Kpnl), 2 pul de BSA 10 mg/ml (New England
BioLabs, Estados Unidos) y 1 ul de enzima en cada caso. Los insertos en esta solucion
se incubaron en el bafo a 25°C y 37°C, respectivamente, para cada enzima durante 2h
con agitacion moderada. Durante el tiempo en que ocurria la digestion se prepard la
cubeta del CHEF-MAPPER, donde se realizé un lavado con agua estéril para eliminar
restos de tampon anterior. Se pesé la agarosa SeaKem® Gold Agarose (Lonza, Suiza) al
1%. Se prepard el molde y el peine donde fueron ubicados los insertos. Se preparod
tampon TBE al 0,5X (0,9 M Tris, 0,9 M ac. bérico, 0,02 M pH 8,0 EDTA). Se prepar6
la cubeta 2,5 L de tampon y 750ul de tiourea al 0,1M (New England BioLabs, Estados
Unidos) por cada litro de tampdn y se esperd hasta que alcanzara los 14°C luego de
haber encendido la unidad de refrigeracion del CHEF. Una vez lista la cubeta y

terminada la digestion se procedid a colocar los insertos en el peine y el marcador de
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peso molecular Lambda Ladder (BioRad®, Estados Unidos). Estos marcadores fueron
colocados en los extremos y en el centro del peine. Cuando la agarosa estuvo a unos
40°C aproximadamente se vertié en el molde y se esperd a que se solidificara con los

insertos dentro para su introduccion en la cubeta.

El programa descrito para Smal fue de 6,8s-35,4s y para Kpnl fue de 5,2s-42,3s durante

19h para ambos.

3.3.3 Tincion, visualizacion y analisis

Al tercer dia se retir6 el gel del soporte, se coloco en una cubeta con 500ml del mismo
tampon de corrida afadiéndose 40ul de bromuro de etidio y se colocd en un agitador,
con potencia moderada, por 45min. Transcurrido este tiempo se procedio a realizar la
foto con luz UV. Los patrones de macrorrestriccion fueron analizados utilizando el

programa Bionumerics v7.6.3 (Applied Maths, Bélgica).

El anélisis de los patrones de bandas de PFGE para Smal y Kpnl fueron comparados
con el mismo software utilizando el coeficiente de Dice y algoritmo UPGMA (de sus
siglas en inglés: unweighted pair group method using arithmetic averages). La

optimizacion utilizada fue del 2% y la posicion de tolerancia del 1%.

3.4. Multi Locus Sequence Typing (MLST)

Una de las herramientas necesarias para la caracterizacion filogenética de las cepas lo
constituye la técnica del MLST. Esta técnica estd basada en la comparacion de las
secuencias de genes conservados (housekeeping). El amplio uso de esta metodologia

unido a la existencia de la base de datos online (http://pubmlst.org/ campylobacter/), ha

permitido un avance en la comprension de la epidemiologia y biologia de la poblacion a

escala local, nacional y global (Colles and Maiden, 2012).

El esquema de MLST para Campylobacter se basa en la variacion de los fragmentos de
7 genes housekeeping. Estos genes son: aspA (aspartasa), ginA (glutamina sintetasa),
gltA (citrato sintetasa), gly4 (serina hodromexil transferasa), pgm (fosfoglucomutasa),
tkt (transcetolasa) y uncA (subunidad alfa de la ATP sintasa). Son genes altamente
conservados por estar implicados en rutas metabolicas de gran importancia en la
supervivencia celular (Dingle et al, 2001). La combinacién de estos perfiles nos
permite detectar variantes alélicas que definen lineas clonales relativamente estables. La

asignacion a esta combinacion de genes se denomina secuencia tipo (ST). Las
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secuencias tipo que comparten cinco o mas alelos se agrupan formando los llamados
complejos clonales (Complejo clonal ST-), que tomardn el nombre de una secuencia
tipo central de la que descienden todas las demés del complejo, de manera que en cada

uno quedaran incluidas poblaciones bacterianas genéticamente relacionadas pero no

idénticas (Dingle et al., 2001).

La metodologia usada para el MLST de Campylobacter es la descrita en el sitio web

previamente mencionado (http://pubmlst.org/ campylobacter/). Para realizar esta técnica

partimos de las cepas en cultivo fresco donde se le realizd la extraccion del ADN
genoémico, se amplificaron los genes requeridos mediante PCR y se enviaron a

secuenciar los fragmentos purificados.

3.4.1 Extraccion del ADN gen6mico
Para la extraccién gendémica se utilizo el kit GenElute™ (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) siguiendo las indicaciones del fabricante a partir del crecimiento obtenido en

placa luego de 48h de cultivo.

Luego de la extraccion de ADN se tomaron 2ul y se cuantificé la concentracion del
mismo (ng/ul) mediante el equipo Epoch (BioTek, Estados Unidos) y la utilizacioén del

software Gen3.

3.4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método de sintesis de acidos
nucleicos in vitro mediante el cual un segmento particular de ADN puede ser replicado
de forma especifica. El procedimiento involucra un termociclador y una serie de
productos que se enumeran a continuacion:
- Dos cebadores, u oligonucleotidos, o secuencias cortas “cebadoras” de ADN que
flanquean el fragmento de ADN que va a ser amplificado. La concentracion de los
iniciadores para hacer la PCR es 10mM.
- ADN a amplificar, que debe desnaturalizarse por calor para separar las hebras y
ser “copiado”. La temperatura que se requiere para ello suele ser proxima a los
90°C.
- Desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP’s), a partir de los cuales se sintetizara el

nuevo ADN, y que se utilizan a una concentracion final de 2mM.
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- La polimerasa (acompafiada de su tampon) que serd la encargada de sintetizar el
ADN. En este trabajo se empled la Taq polimerasa y el tampédn del Kit Expand
High Fidelity VS PCR System (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

- Otros componentes de la reaccion PCR a tener en cuanta son: el pH, que debe

ser Optimo para la enzima y la temperatura de hibridacion de los acidos nucleicos.

La master mix tiene estas proporciones:

Reactivo Volumen por muestra
Agua 25.75 pl

Tampon (5x) 10 ul

dNTP 2mM) 5pul

Iniciador 1 (10uM) 2 ul

Iniciador 2 (10uM) 2 ul

Taq pol (SU/pl)* 0.25 pl

*volumenes para la TagADN polimerasa citada

La secuencia general del proceso consta de tres etapas, que se repiten 30 veces:

1. Desnaturalizacion: el ADN a amplificar debe desnaturalizarse por calor para
separar las hebras y ser “copiado”. La temperatura que se utiliza es 94°C, que se
extiende durante 1 min.

2. Hibridacion: Unién de los oligonucle6tidos a sus secuencias complementarias
del ADN a amplificar, que se logra bajando la temperatura a unos 50-65°C,
dependiendo de cada caso. En las Tablas 6 y 8 se muestran los oligonucleo6tidos
empleados en este estudio y las temperaturas de hibridacién utilizadas. La
hibridacion se realiza durante 30seg.

3. Extension: Una vez unidos los oligos al ADN que se desea amplificar
comienza la extension desde los extremos 3" de los oligos por la polimerasa. La
temperatura de incubacion es de 72°C y el tiempo es variable, con un minimo de 1

min.

Los oligonucledtidos y las temperaturas de hibridacion utilizados para la PCR-MLST se

muestran en la tabla 4.

Para la visualizacion de los amplificados obtenidos se emplea la electroforesis en gel de
agarosa. A través de la electroforesis se puede observar los tamafios del ADN al ser

comparado con un marcador de peso molecular. En nuestro estudio dependiendo del
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tamafo esperado de cada fragmento que se ha separado se ha ajustado la concentracion

de agarosa en el rango 1-2%.

Tabla 4: Relacion de cebadores utilizados para la amplificacion por PCR-MLST segiin
pubMLST.org/campylobacter/.

GEN diana Primer secuencias 5°-3° TA Tafnano del
amplificado (bp)
aspA A9-f AGTACTAATGATGCTTATCC 50°C 299
Al0-r ATTTCATCAATTTGTTCTTTGC
Al-f TAGGAACTTGGCATCATATTACC o
glnA A2-r TTGGACGAGCTTCTACTGGC 60°C 1262
Al-f GGGCTTGACTTCTACAGCTACTTG o
gltA A2-r CCAAATAAAGTTGTCTTGGACGG 60°C 1012
glyd Al-f GAGTTAGAGCGTCAATGTGAAGG 60°C R16
A2-r AAACCTCTGGCAGTAAGGGC
pam A7-f TACTAATAATATCTTAGTAGG 50°C 1150
A8-r CACAACATTTTTCATTTCTTTTTC
okt A3-f GCAAACTCAGGACACCCAGG 60°C 1102
Ab6-r AAAGCATTGTTAATGGCTGC
A7-f ATGGACTTAAGAATATTATGGC o
uncA A8-r ATAAATTCCATCTTCAAATTCC S0°C 1102
TA: temperatura de hibridacion inglés temperature of anilling
Descripcién de los ciclos utilizados para MLST y BLEE.
Ciclos MLST: Ciclos BLEA
Desnaturalizacion 1 95°C x 3min 1 95°C x 5min
94°C x 2min 95°C x 30 segundos
Hibridacién 35 TA x1min 30 TA x 30 segundos
72°C x 1min 72°C x Imin
Extension 1 72°C x Smin 1 72°C x 7min

TA: temperatura de hibridacion; BLEE: betalactamasas de espectro extendido

Para preparar el gel de electroforesis, se peso la agarosa, SeaKem® Gold Agarose
(Lonza, Suiza), y se fundié por calentamiento en TBE 0,5x (Sigma-Aldrich®, Estados
Unidos) hasta obtener una disolucion clara y transparente. Se dejé enfriar hasta
aproximadamente 50°C para afiadir el bromuro de etidio (Sigma-Aldrich®, Estados
Unidos). Se vertio sobre un molde de electroforesis y se esperd a temperatura ambiente

hasta que solidifico.

El gel se introdujo en una cubeta de electroforesis (Bio-Rad”, Estados Unidos) que
contenia TBE 0,5x (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos). Los geles se cargaron con 10pl

del producto de PCR junto con 2ul de tampdén de carga. Como marcador de peso
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molecular se utilizé el ADN Molecular weight VIII (Roche®, Suiza) que mostraba pesos
de entre 67 y 1114 bp. Se aplicaron voltajes entre 100-110V a un amperaje de entre 30 y
40 mA y la visualizaciéon de los geles se realizd con un transiluminador de luz
ultravioleta con el software incorporado (TM-40, UVP, Fisher Scientific, Estados
Unidos).

3.4.3 Purificacion y secuenciacion de los amplificados

Para la purificacion de los amplificados se empled el sistema comercial ExoSap
(Affimetrix, Estados Unidos) donde se mezclaron 6ul del producto y 12ul de producto
de PCR. El ADN se purificd directamente desde los amplificados obtenidos de las
reacciones de PCR. El ciclo de purificacion es de 30min, 15min a 37°C y los restantes

15min a 80°C.

Los amplicones se secuenciaron en Macrogen Inc (Paises Bajos) utilizando los
oligonucledtidos que se describen en la tabla 5 y analizaron con el programa
Bionumerics v7.6.3 (Applied Maths, Bélgica) y con las herramientas bioinformaticas

disponibles en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tabla 5: Relacién de cebadores utilizados para la reacciéon de secuenciacion de los siete genes
housekeeping segin pubMLST.org/campylobacter/.

GEN diana  Primer secuencia 5°-3° Tamaiio del fragmento (bp)

aspA S3-f CCAACTGCAAGATGCTGTACC 477
S6-r TTCATTTGCGGTAATACCATC

glnd S3-f CATGCAATCAATGAAGAAAC 477
S6-r TTCCATAAGCTCATATGAAC

gitA S3-f CTTATATTGATGGAGAAAATGG 400
S6-r CCAAAGCGCACCAATACCTG

alyA S3-f AGCTAATCAAGGTGTTTATGCGG 507
S6-r AGGTGATTATCCGTTCCATCGC

pam S5-f GGTTTTAGATGTGGCTCATG 498
S2-r TCCAGAATAGCGAAATAAGG

okt S5-f GCTTAGCAGATATTTTAAGTG 459
S6-r AAGCCTGCTTGTTCTTTGGC

uneA S3-f AAAGTACAGTGGCACAAGTGG 489
S4-r TGCCTCATCTAAATCACTAGC
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3.4.4 Analisis de datos

Para el analisis de los datos se utilizo el algoritmo Minimum Spanning Tree (MTS).
Mediante este algoritmo es posible la reconstruccion de la divergencia a corto plazo y la
microevolucion en las poblaciones sobre la base de datos muestreados. El minimum
spanning tree (MST) implementado en el software de BioNumerics v7.6.3 es una

excelente herramienta para analizar datos de subtipos genéticos como los derivados de

MLST.

3.5. Deteccion molecular de los mecanismos de resistencia a
antibioticos

El segundo bloque de nuestro estudio, lo constituye la deteccion de genes de resistencia
o mutaciones en determinado gen segin los principales mecanismos de resistencia a
antibidticos descritos en la literatura en Campylobacter jejuni. La deteccion de estos
genes o mutaciones involucrados en la resistencia a antibidticos se analizaron en las
cepas que mostraron resistencia a ampicilina, tetraciclina, ciprofloxacina y acido

nalidixico, asi como a gentamicina, kanamicina y estreptomicina.

3.5.1 Deteccion de genes de resistencia mediante PCR

Se determind la presencia de genes que causan resistencia a antibidticos mayormente
descritos mediante PCR y posterior secuenciacion mediante tecnologia Sanger. En la
tabla 6 se describen los principales mecanismos de resistencia a antibidticos descritos y
evaluados en nuestras cepas, asi también como los genes que estan implicados en su
accion. En la tabla 7 se muestran los cebadores utilizados en cada caso y las condiciones
de los ciclos denominados BLEE (betalactamasa de espectro extendido), el cual se

describe en el apartado 3.4.2 (PCR).

Los amplicones obtenidos de la PCR se secuenciaron en Macrogen Inc. El andlisis y el
ensamblaje de las secuencias fueron realizados utilizando el software BioNumerics

v7.6.3 (Applied Maths, Bélgica).

3.5.2 Localizacion de los genes de resistencia
3.5.2.1 PFGE con endonucleasa S1
Para determinar la localizacién plasmidica de los genes de resistencia detectados se

empleo la técnica de Southern blot con posterior hibridacion. Para ello empleamos la
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electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Las muestras fueron digeridas con la

endonucleasa S1 (Promega, Estados Unidos).

Tabla 6: Mecanismos de resistencia a antibiotico estudiados.

e . . . . Genes
Grupo Antibidtico Mecanismo de resistencia estudiado .
involucrados
;e e ere . ., . blaoxa—é]— type
Betalactamicos Ampicilina Inactivacion enzimatica por betalactamasa *
blapge
Proteccion del sitio de unién al ribosoma por
.o . tetO
Tetraciclina Tetraciclina RPPs
Expulsion activa/Bomba de eflujo tetAd
Quinol Ciprofloxacina  Inactivacion del sitio activo/ mutaciones en el 4
uinolonas . o ) ) rA. anr
Ac. nalidixico gen que codifica para la ADN girasa &7, 4
. . Gentamicina Modificacion enzimatica, las cuales son o
Aminoglucésidos . , oy
Kanamicina usualmente de origen plasmidico

*BLEE: TEM, SHV, CTX-M **: aph(2)-Ig; aph(3')-1lla; aph(3')-1Va; aph(3')-Vila; ant(3')-1a; ant(6)-
la; aph(3)’-la; aph(3)’-la; aph(3’)-VIb; aac(3)-lla; aac(3)-IVa;, aac(6)-1b; aac(6)-Ic; ant(2’’)-la;
aac(3’)-1a; aac(3’)-1b; aac(2’)-1a; aac(6)-1a. RPP: del inglés ribosomal protection protein.

La enzima S1 se utilizé en este estudio debido a su habilidad de linealizar los plasmidos
presentes en una cepa, y de este modo la banda presente en la imagen del PFGE seria
solo la correspondiente al plasmido. Para este andlisis se procedio a seguir el protocolo
descrito por Barton y colaboradores en 1995 (Barton et al., 1995) , donde se utiliza la
endonucleasa S1 para linealizar el super enrollamiento del ADN plasmidico, de este
modo ya el ADN linealizado migra en el gel de agarosa en campo pulsado en funcion de

su peso molecular.

La técnica difiere en pocos aspectos de la descrita para el estudio de epidemiologia
(PFGE, 3.3). La densidad optica a utilizar para hacer los bloques de agarosa es mayor

que la utilizada para PFGE en epidemiologia.

Una vez lavados los insertos, como se describid previamente en la técnica, se procedid a
cortar la tercera parte del inserto para realizar la digestion con la endonucleasa S1 de 90
U/uL (Promega, USA). Se deposité el inserto en un tubo eppendorf con 200ul de Tris-
HCI 10mM durante 10min a temperatura ambiente. Este paso se realiz6 por duplicado.

Luego se digirid6 el inserto con la enzima S1 a wuna dilucion 1/100.
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Tabla 7: Relacion de cebadores utilizado en el estudio.

Gen diana Primer secuencia 5'-3° TA Producto (bp) Referencia
oxa61-f AGAGTATAATACAAGCG o
Dlosas: oxa6l-r TAGTGAGTTGTCAAGCC 45°C 372 (Obeng et al., 2012)

rp-oxa61f CGCGGATCCACTTTTTCTCATTTTGCATACCTCA

P-blasast o va6lr  TGCTCTAGAGCCCAAACACTAAATTTAAGAAAA 2 C 240 (Zeng et al., 2014)

w0 W ccommomiees
o g

aprd* :ﬁii Siéﬁ?iﬁ‘ééﬁ%égiggg G 55°C 210 Beckmann ef al., 2004
qnrA gﬁiif é:,{:gé}zccllcﬁ f C? éA"fTle((}} GTCA 55°C 580 Disefiados en el laboratorio
qnrB gzigf iééi?égé?éggﬁé?ﬁ éFACCéG 55°C 264 Disefiados en el laboratorio
qnrS 32;:: ?gig?gggiggg?giﬁgéé 55°C 428 Disefados en el laboratorio

TA: temperatura de hibridacion, *: Para la determinacion de la mutacion responsable de la resistencia a quinolonas no se ha secuencio toda la topoisomerasa.
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Tabla 7: Continuacion

Gen diana Primer secuencia 5°-3° TA Producto (bp) Referencia
S e GGGTCTATGGCTAGAAGTTCACGG ¢S4 @moatal,2019)
P e arattcetaretcccaare. € W @ 2019

G: gentamicina; K: kanamicina; S: estreptomicina

TA: temperatura de hibridacion
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Tabla 7: Continuacion

Gen diana Primer secuencia 5'-3° TA Producto (bp) Referencia

e NIZEEEG COCICGOICONGIISNST s s (s
aac(6)-la iig:g:g E((g)) ?;nggg%?ﬁ%ﬁ?fgf 42°C 558 (Shaw et al., 1993)
e om0

G: gentamicina; K: kanamicina; S: estreptomicina

TA: temperatura de hibridacion

62



Para ello, se realiz6 una mezcla de 200ul de tampdn S1 (acetato de sodio 30mM, NaCl
50mM vy sulfato de Zinc 5SmM) con 0,24 ul de una dilucion 1/100 de enzima S1 (2 pl S1
en 198 ul de tpS1). Se incubd la digestion en un bafio a 37°C durante 45 min. Luego de
transcurrido este tiempo se detuvo la reaccion de digestion anadiendo 150ul de tampén
ES (EDTA 0,5mM, SLS 1%; pH=9,5) y se procedi6 a colocar los tubos eppendorf en un
recipiente con hielo durante un minimo de 15 min. El procedimiento hasta la
visualizacion de los pldsmidos mediante PFGE se realizd6 del mismo modo que se
describio para epidemiologia (PFGE). Las condiciones utilizadas fueron de 2 bloques,
uno de 5-25s durante 6h, seguido de 30-45s durante 18h. Luego de haber tomado la foto

a las 24h se procedio a preparar el gel para la transferencia.

3.5.2.2 Transferencia e hibridacion

Luego de realizado el PFGE con la endonucleasa S1, se procedi6 a realizar la
transferencia del ADN a una membrana de nylon para su posterior hibridacion (Figura
5) con las sondas correspondientes: tetO (gen de resistencia a la tetraciclina) y aph(3’)-

Illa y ant(6)-1a (genes de resistencia a aminoglucésidos).

A continuacion se describen las diferentes etapas segliin se muestra en la figura 5:

PFGE con el DNA digerido con las endonucleasas S1 B N

depurinizacién, desnaturalizaciéon,
neutralizacion

A: Transferencia a una membrana de nitrocelulosa (bloting)

L ] :'.
i

presiéon de 3-4 inc Hg durante 3 horas

"‘5? i l bomba de vacio (Bio-Rad, USA) a una

B: Preparacion y deteccion de la sonda, hibridacién.
l DIG-PCR, sondas 7etO, aph3™-Illa o ant6-la
C: Hibridacién
Washing Buffer; Blocking Solution , Antibody Solution,
Detection Buffer

D: Visualizacién

Figura S: Flujo de procesos dentro de la técnica de transferencia e hibridaciéon. Los
acapites A, B, C y D se describen en el texto.
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A: Para la transferencia se requiere una serie de pasos donde el gel se despuriniza,
se desnaturaliza y se neutraliza, con la ayuda de tampones especificos para ello.
Se procedi6 a pasar el gel situado en la cubeta con bromuro de etidio a una cubeta
de lavados y se cubri6 con agua destilada durante 5 minutos en agitacion. Se retird
el agua y se cubrid con una solucion de despurinizacion (HCI 0,25M), preparada
al momento, en otra cubeta, la cual se dejo en agitacion por 25min. Se retird el
agua y se cubrid con una soluciéon de desnaturalizacion (NaOH 0,5M + NaCl
1,5M) en otra cubeta la cual se dejo en agitacion por 30min. Se retird el agua y se
cubri6 con una solucidon de neutralizacion (NaCl 1,5M-Tris 0,5M-HCI pH 7,5) en

otra cubeta la cual se dej6 en agitacion por 30min.

. . . . ™
Mientras transcurrié ese tiempo se procedié a preparar la membrana Hybond ™ -

N (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y el papel Whatmann 3MM (Fisher
Scientific, Estados Unidos) a la medida del gel dejando 1cm por cada lado. Luego
se pasd el papel Whatmann a una cubeta con SSC 2x (100mL SSC 20x +
900H,0).

La cubeta de transferencia (modelo 785, Bio-Rad, Estados Unidos) se humedeci6
con agua destilada y se procedi6 a poner el papel Whatmann, encima la membrana
y por ultimo la membrana de goma para ajustar la medida en la cual se pondra el
gel. Se coloco el gel y se cubrieron los pocillos y los bordes con agarosa. Una vez
transcurridos los 30min de neutralizacion se procedi6é a lavar el gel con agua
destilada durante 5min y se deposité a la cubeta de transferencia. Se marcan los

pocillos cargados en el gel con un lapiz.

Para el proceso de transferencia se conect6d la bomba de vacio (Bio-Rad, USA) a
la unidad de transferencia y se ajusto la presion de 3-4 inc Hg. La transferencia se
realizé por 3h, durante las cuales se hidrat6 el gel con tampon de transferencia
SSC 10x cada 30min. Luego de trascurrido el tiempo se lavd la membrana durante
2min con SSC 2x en una cubeta para eliminar restos de agarosa. Luego se colocd
la membrana sobre un papel de filtro y se mantuvo en un horno a 80°C durante

30min para su secado.

B: Para la hibridacion y deteccion de la sonda se utilizo el kit comercial DIG
Luminescent Detection Kit (Roche, Suiza) (Tabla 8). El principio fundamental del

sistema DIG no radiactivo consiste en el uso de digoxigenina, un hapteno
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esteroideo, que se une a dUTP, UTP o ddUTP para marcar el ADN, ARN u

oligonucledtidos, para la hibridacidon y subsecuente deteccion luminiscente.

Tabla 8: Reactivos utilizados en el kit DIG para la realizacion de las sondas.

Reactivos MM para la sonda (nL) MM para el control (uL)
Agua 26.25 26.25

Buffer (vial 3) 5 5

DIG-Probe (vial 2) 5 -

dNTPs (vial 4) - 5

Oligonucledtido 1 5 5

Oligonucledtido 2 5 5

Enzima Mix (vial 1) 0.75 0.75

ADN 3 3

Volumen final 50 50

Las sondas hibridadas son inmunodetectadas con antidigoxigenina y, después,
visualizados con el sustrato CSPD quimioluminiscente. La defosforilacion
enzimdtica de CSPD por la fosfatasa alcalina produce una emisién de luz a una
longitud de onda de 477nm. La sefial de quimioluminiscencia del CSPD persiste
durante dias en las membranas de nylon. Asi, exposiciones de pocos minutos son

suficientes para detectar la sefial y permiten conseguir multiples imagenes.

La temperatura de hibridacion escogida fue de 42°C, la cual es estdndar. Se
atemperaron 20ml de tampoén de hibridacion a la temperatura de hibridacion
escogida. Luego se situé la membrana en un tubo de hibridacion y se recolocan
los 20ml de tampon de hibridacion precalentados. Se incubd en un horno con

rotacion fuerte durante 30min.

La concentracion de la sonda a desnaturalizar fue de 5ng de sonda por ml de
tampon de hibridacion (Sul de sonda en 45ul de agua estéril), luego se hirvio

durante Smin y rapidamente se coloc6 en hielo durante Smin. Se realiz6 un spin.

Se afiadi6 la sonda (en cada caso tetO, aph(3’)-Illa o ant(6)-Ia al tampodn de
hibridacion, el cual se verti6 en un tubo eppendorf donde se mezclaron y se les dio
un spin. Luego se procedid a volver a poner el tampon de hibridacion, ya con la

sonda, a la membrana y se incub6 toda la noche a la 42°C.

Luego de la incubacion overnight se vertié el tampon de hibridacion con la sonda

en un eppendorf'y se guardé a -20°C.
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C: Se anadieron 100ml de Low Stringency Buffer (kit DIG Easy Hyb de Roche,
Suiza) en una bandeja y se coloco la membrana. Se agitd a temperatura ambiente

durante Smin. Este procedimiento se realiz6 por duplicado.

Luego se pasd la membrana al tubo de hibridacion previamente lavado y se
afadieron 100ml de High Stringency Buffer de baja contenido en G+C
previamente atemperado a 65°C. Se colocoé en el horno de hibridacion con
rotacion fuerte a 65°C durante 15min. Este procedimiento se realizd por

duplicado.

Luego se elimino el tampodn y se anadio en la bandeja 100ml de Washing Buffer
1x [0,1M acido maleico, 0,15 M NacCl; pH 7.5 (20°C); 0,3% (v/v) Tween 20] y se
colocd la membrana. Se incubd durante Smin en agitacion fuerte y a temperatura

ambiente.

Se elimind la solucion y se anadieron 100ml de Blocking Solution 1x durante

10min en agitacion suave a temperatura ambiente.

A los 25min del paso anterior, se comenz6 a preparar el Antibody Solution. Se
elimind la solucion y se pas6 la membrana a una bandeja pequeia y se afiadieron
los 20ml de Antibody solution (2ul de Anti-digoxigenina-AP + 20 ml de blocking
solution del paso anterior) y se incubd durante 30min en agitacion suave a

temperatura ambiente.

Se elimind la solucioén y se afiadieron 100ml de Washing Buffer 1x. Se incub6
durante 15min en agitacion fuerte a temperatura ambiente. Este procedimiento se

realiz6 por duplicado.

Se elimind la solucion y se afiadieron 25ml de Detection Buffer (0,1M Tris-HCI,
0,1M NaCl, pH 9,5) y se incub6 5min en agitacion.

Luego se colocod la membrana en una bolsa de hibridacion, y se le afiadieron 2ml
de CSPD el cual se expandi6 evitando formar burbujas. Se incubé Smin a

temperatura ambiente.

D: Por ultimo se incub6 la membrana en la bolsa de hibridacion 15min a 37°C

para que tuviera lugar la reaccion de fluorescencia.
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Para capturar la imagen se colocd la membrana con la bolsa en el GBOX
(Syngene, UK). Luego de tomada la foto se lavd la membrana con SSC2X y se

dejo secar en un papel de filtro a temperatura ambiente y se guardé a 4°C.

3.6. Whole genome sequence (WGS)

Las tecnologias o métodos utilizados en los laboratorios como técnicas gold standards
son el PFGE y el MLST, las cuales se aplican para caracterizar y tipar aislados
provenientes de muestras clinicas, de animales, de comida, y del ambiente. Sin embargo
estas técnicas nos brindan una limitada informacién con respecto a la totalidad del
contenido genético presente en cada organismo. Con estos métodos, considerados de
baja resolucion ante la nueva era de secuenciacidon, no siempre es posible detectar los
clister de enfermedades en humanos clasificados como brotes difusos o casos

esporadicos (Gilmour et al., 2013).

La nueva generacion de la secuenciacion masiva (NGS del inglés next generation
sequencing) inicia su actividad en 2005 y estd desplazando a la secuenciaciéon mediante
la tecnologia Sanger debido a que ofrece nuevas alternativas para la secuenciacion del

genoma completo (Rabbani ef al., 2012).

En la nueva era de la secuenciacion Next Generation Sequencing (NGS) se ha
desarrollado la secuenciacion de todo el genoma, WGS (de sus siglas en inglés Whole
Genome Sequencing), la cual nos permite detectar con alta especificidad (97-100%) y
sensibilidad (96-97%) la totalidad gendmica de una cepa (Zhao et al., 2016). NGS esta
reduciendo dréasticamente el costo y el tiempo necesario para secuenciar un genoma
bacteriano, haciendo de esta técnica una opcion factible para los laboratorios de salud
publica, pues los andlisis basados en WGS ya son de uso libre en la comunidad
cientifica (Carleton and Gerner-smidt, 2016). Para organizaciones tales como la
Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, del inglés European Food Safety
Authority) y para el Centro de Prevencion y Control de Enfermedades (CDC, del inglés
Center for Disease Prevention and Control) el uso de WGS deberia ser el método de

analisis para las actividades de salud (EFSA, 2014a; ECDC, 2015).

Con el uso de esta metodologia, WGS, se ha evaluado la correspondencia entre fenotipo

de resistencia antibidtico obtenido por técnicas de sensibilidad a antibidticos y la
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deteccion de genes de resistencia (Zhao et al., 2016). También se han podido establecer
relaciones epidemiologicas mas completas donde se han utilizado la interpretacion del
cgMLST y wgMLST en relacion con el MLST convencional (Biggs et al., 2011; Cody
etal.,2017).

En nuestro estudio, 48 cepas (de las cuales conociamos el MLST y algunos genes de
resistencia a antibioticos, los cuales fueron determinamos por PCR-secuenciacion
mediante tecnologia Sanger), fueron analizadas utilizando WGS con el objetivo de

evaluarla como técnica sustituta de las clasicas.

Mediante la utilizacion de esta técnica también se evalud la utilizacion de la misma y las
técnicas convencionales en la interpretacion de la epidemiologia y los mecanismos de

resistencia a antimicrobianos presentes en estas cepas.

Las cepas analizadas en este estudio (Tabla 9) se escogieron en funcidon de sus
caracteristicas, las cuales sobresalian al resto de las cepas del estudio. Algunas de estas
cepas presentaban resistencia a antimicrobianos como gentamicina, kanamicina,
estreptomicina y tetraciclina. Otras de las cepas escogidas fueron cepas sensibles a

ampicilina, las cuales presentaban betalactamasas blaoy-ype-

También nos resultaban curiosos los singletons y su distribucién en el arbol de
filogenia, los cuales se encontraban muy alejados de toda la poblacion u otros casos

insertados en las poblaciones con complejos clonales mayoritariamente descritos.
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Tabla 9: Cepas analizadas por WGS.

Epidemiologia

Resistencia

No. de cepas Virulencia
Singletons Otros aspectos AME AMP TET
1 HO7 HO5 w28 HO1 H61 H35 H72
2 B16 H19 W29 H50 B17 W12 H32
3 B39 H33 W43 W53 H60
4 W13 H38 w47 H63
S w17 HA48 W50 B09
6 W33 H49 W52 B24
7 H70 W56 W09
8 B02 W20
9 B23
10 B27
1 B28
12 B29
13 B56
14 B25
15 B02
16 B05
17 B06
18 BO7
19 B25
20 B26

AME: aminoglucésidos; AMP: ampicilina; TET: tetraciclina.
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Para el estudio del WGS se siguid un esquema de trabajo el cual representamos en la figura 6:

A: Extraccion de DNA B: Cuantificacion y pureza del DNA
Wizard Genomic Purification kit (Promega) Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

\ =
C: Preparacion y confeccion de librerias ~)

‘ NexteraXT y MiSeq (Life Sequencing)

D: Secuenciacion en la plataforma Ilumina
\ ]

%, life

sequencing

3

E: Analisis bioinformatico para los datos derivados de 1a secuenciacion de todo el genoma.

BioNumerics v7,6 (Applied-Maths)

lioNumerics
/ Center for Genomic Epidemiology

Manage. Analyze. Discover Center for Genomic Epidomiologic

( (http:/fwww.genomicepidemiology.org/)

< Blastn (https://blast.nchi.nlm.nih.gov/).

BLAST

Figura 6: Flujo de trabajo de la técnica de WGS

A: Extraccion de ADN

La extracciéon de ADN de alto peso molecular fue realizada a partir de colonias
crecidas en placas de agar sangre durante 48h en microaerofilia. El kit de
extraccion genémica utilizado fue el Wizard® Genomic ADN Purification Kit
(Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante, segun el
acapite 3.G del manual de Promega. Este kit se basa en el principio de salting-

out.
B: Cuantificacion y pureza del ADN

El ADN de alto peso molecular obtenido se cuantificé en un fluorémetro Quibit®™
3.0 Fluorometer (ThermoFisher, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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Los ratios 260/280 y 260/230 para medir la pureza y el indice colorimétrico se

determinaron en el NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Estados Unidos).
C: Preparacion y confeccion de las librerias

La captura de zonas especificas del ADN requiere la construccion de librerias de
fragmentos que consisten en la fragmentacion del ADN en segmentos de entre
150 y 200pb de longitud a los que posteriormente se ligan adaptadores especificos
a ambos extremos. Los adaptadores sirven de punto de inicio para la
secuenciacion de forma unidireccional o bidireccional. Asimismo, estos
adaptadores son utilizados para anclar la molécula de ADN a una esfera sintética,
a partir de la cual se amplificara el fragmento de ADN, y se fijard la molécula de
ADN amplificada a la superficie de la placa de secuenciacion. Se elaboraron 48
librerias utilizado del sistema Illumina paired-end y la fragmentacion del ADN en

segmentos de 150pb (Life Sequence, Espana).
D: Secuenciacion en la plataforma Illumina

El ADN obtenido fue enviado para su analisis a Life Sequencing (Valencia,
Espana). La secuenciacion se realiz utilizando la plataforma Illumina NextSeq
150PE. Se elaboraron 48 librerias TrueSeq ADN/Nextera XT. Las lecturas

resultantes de la secuenciacion fueron recibidas en formato FASTQ.

E: Analisis bioinformatico para los datos derivados de la secuenciacion de

todo el genoma

El alineamiento o mapeo de las lecturas consiste en la comparacion de cada una
de ellas frente a una secuencia de referencia con el objetivo de identificar la
posicion genomica original de donde proviene ese fragmento de ADN

secuenciado.

Desde el punto de vista computacional, el alineamiento es el paso del analisis mas
costoso ya que dependiendo del algoritmo de mapeo empleado, el tipo de
secuenciacion llevada a cabo y la cantidad de lecturas generadas por muestra se

requiere una mayor o menor capacidad de computacion.
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Los archivos una vez entregados en formato FASTQ fueron analizados con el software
BioNumerics v7.6.3 (Applied Maths, Bélgica). Uno de los aspectos importantes luego
del assembly es la verificacion de la calidad de las secuencias obtenidas. En estas

secuencias se analizaron los siguientes pardmetros:

o Average coverage: El cual se refiere al nimero de veces que una base de

referencia es representada en un set de lectura de secuencias.

e N50: Es un estadistico de un set de contigs (o scaffolds), se mide como la
longitud para la cual la coleccion de todos los contigs de esa longitud o mayor contiene

al menos la mitad del total de la lectura de los contigs.

e Q30: Significa qualiy score y es una medida de la exactitud del base call. Este
valor es equivalente a la probabilidad de un base call incorrecto de 1 en 1000 veces.
Esto se traduce, en que la cepa tiene un 99,9% de probabilidad del que el base call sea

correcto.

También se determiné el tamafio de las secuencias (bp) y el porcentaje de GC. Todos

estos datos fueron obtenidos a través de BioNumerics v7.6.3.

Para el calculation engine se utilizd assembly de novo/assembly based calls/assembly
free calls. Mediante este software, el cual cuenta con seis esquemas de wgMLST, se
obtuvo el core genome MLST (cgMLST) el cual comprende 1343 alelos.
Conjuntamente con 2186 alelos accesorios y los7 que conforman el MLST, se conforma

el whole genome MLST (wgMLST) donde existen en conjunto 3529 alelos.

Con la utilizacién de https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ se determinaron los

genes de resistencia a antibidticos adquiridos y las mutaciones puntuales conocidas y no
conocidas con un porcentaje de identidad y longitud de secuencia analizada de entre el

90-100% y del 60-80%, respectivamente.

Para determinar la presencia de genes de virulencia y la presencia de plasmidos

utilizamos se utilizaron los sitios webs: https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/

y https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/, respectivamente.

Otras webs fueron utilizadas como: card (Comprehensive Antibiotic Resistance

Database) https://card.mcmaster.ca/about y Argannot (Antibiotic Resistance Gene-

72


https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/
https://card.mcmaster.ca/about

ANNOTation) http://www.mediterranee-infection.com/article.php?laref=282 &titer

=argannot en la bisqueda de genes de resistencia adquiridos. También se utilizaron las
bases ecoh, la cual es una base de datos que contiene informacidon acerca de los
antigenos O y H de E. coli y la base de datos del vidb (virulence factor database)

http://www.megc.ac.cn/VFs/ las cuales fueron analizadas con el software Linux.

3.7. Analisis estadistico

Para calcular las diferencias existentes entre los valores de porcentajes de resistencia a
antibioticos se utilizo el estadistico y* calculado mediante el software SPSS v24, donde
se considerd una p<0,05. Se considerd que las cepas que mostraron una p<0,05 entre

ellas presentaban una diferencia significativa.
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4.1 Cepas de estudio

En este estudio se analizaron 150 cepas de Campylobacter jejuni las cuales provenian
de tres poblaciones diferentes: 50 de pacientes (H), 50 de pollos de engorde (B) y 50 de

aves salvajes (W).

Las muestras aisladas de humanos fueron obtenidas en el transcurso del afio 2014 en el
hospital de la Santa Creu i Sant Pau de pacientes de la comunidad que presentaban un
episodio de gastroenteritis. La poblacion estaba representada por un 54% de nifios de
edad comprendida entre los 0 y los 16 afios, un 30% de adultos de entre 17 y 64 afios y

un 16% de ancianos de edades > 65 afios. El 58% fueron hombres y el 42% mujeres.

Las cepas aisladas de pollos de engorde, del género Gallus gallus, se obtuvieron de
muestras del intestino ciego de siete mataderos de Catalufia (A-G), los cuales se
abastecian de cuatro granjas (CAT, CT, ES, EU) ubicadas en Barcelona, Lleida y

Tarragona. Las muestras se obtuvieron en los afios 2009 y del 2011 al 2013.

Las cepas de aves salvajes fueron aisladas de muestras de hisopos cloacales las cuales
fueron donadas por el Centro de Investigacion de Salud Animal (CReSA) y la Agencia
de Salud Publica de Barcelona (ASPB), entre los afios 2008 y 2015. Esta coleccion la
comprenden cepas aisladas de cinco tipos de aves: una cepa aislada de Spatula clypeata
(pato del norte) proveniente del Delta del Ebro, dos cepas aisladas de Ciconia ciconia
(cigiiefia blanca) provenientes de Lleida, cinco cepas aisladas de Corvus corax (cuervos
comunes) de los alrededores de Sabadell (provincia de Barcelona), 14 cepas aisladas de
Columba livia (palomas domésticas) provenientes de Barcelona, siete de Larus
michahellis (gaviota patiamarilla) de Islas Medes (5 cepas) y de Barcelona (2 cepas) y
21 de Larus audouinii (gaviota Audouin) del Delta del Ebro (13 cepas) y de Isla
Alboran (8 cepas).

La coleccién de cepas se guardd en dos ceparios distintos, uno en el Servicio de
Microbiologia del Hospital de Sant Pau y el otro en el Departamento de Genética,

Microbiologia y Estadistica de la Universidad de Barcelona.
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4.2. Determinacion de la relacion clonal y filogenética entre las cepas

de C. jejuni obtenidas de los tres ambitos de estudio

Para conocer la relacion clonal entre las cepas y poder descartar la presencia de algin
brote (sobre todo en el &mbito animal, pues en el humano ya se escogieron cepas no
relacionadas epidemioldgicamente) se aplicd la técnica del campo pulsado (PFGE)
utilizando dos enzimas de restriccion: Smal y Kpnl, tal como se detalla en Materiales y
M¢étodos. Ademas, para describir la evolucion filogenética de esta especie se determind
la secuencia tipo (ST) de cada cepa mediante MLST, y aprovechando que se habian
incluido cepas de origen animal, determinar cudl era el posible origen de los clones

presentes en el &mbito humano.

En los anexos 4, 5 y 6 se detallan los resultados obtenidos para cada cepa, tanto de los

perfiles de PFGE como de MLST.

4.2.1 Analisis de la clonalidad mediante la técnica de campo pulsado (PFGE)

De los 150 aislados, en seis casos no fue posible la tipificacion, sin embargo se
recuperaron dos con la utilizaciéon de la thiurea a diferentes concentraciones. Las cuatro
cepas no tipables se correspondieron a un aislado procedente de muestra humana (H49),
dos aislados procedentes de muestras de pollos (B24 y B50) y a otro aislado procedente

de muestra de ave salvaje (W10).

Como se relata en el apartado de Materiales y Métodos para obtener el perfil genético
de las 146 cepas restantes, éstas fueron digeridas primero con la enzima Smal, donde se
obtuvieron 120 patrones de PFGE (Figura 7). A pesar de que no existen criterios para
definir un clon en una coleccioén de cepas de Campylobacter (de Boer et al., 2000), se
decidi6 seguir los criterios descritos por Tenover y colaboradores (Tenover ef al., 1995).
De esta manera, las cepas que compartian mas del 95% de homologia entre ellas se

consideraron un clon. Con estos criterios se detectaron 12 clones (Tabla 10).

De las cepas aisladas de humanos se describieron los clones 6 y 10. Sin embargo, los
datos clinico-epidemiologicos descartan cualquier relacion entre los pacientes de ambos

clones.

En las cepas aisladas de los pollos se conformaron tres clones (1, 5 y 11), de los cuales,

dos clones (5 y 11) contenian cepas aisladas de pollos de diferentes granjas y procesadas
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en diferentes mataderos, por lo que se descartdé cualquier relacion epidemioldgica;
mientras que en el caso del clon 1, seis de las siete cepas que lo conforman fueron
aisladas de pollos que provenian de granjas diferentes pero todas pertenecian a la misma

empresa y fueron procesadas en el mismo matadero.

De las cepas aisladas de diferentes especies de aves salvajes, se observd que estaban
distribuidas a todo lo largo del dendrograma (Figura 7), entrelazando sus patrones de
campo pulsado. Sin embargo, se pueden observar clusters en las cepas aisladas de las
palomas (Columba livia), las cuales constituyeron la poblacion que mayor grado de
homologia present6 entre sus cepas, pues 12 de las 14 cepas conformaron cuatro clones
(3, 7, 8 y 9). Las dos cepas restantes (W47 y W48) aunque no conformaron un clon,
presentaron una homologia del 85% con respecto a las otras cepas. Es importante

destacar que todos estos aislados fueron recogidos en un mismo lugar de Barcelona.

Por otro lado, tres de las cinco cepas aisladas de cuervo (Corvux corax), conformaron el
clon 4; mientras que los dos aislados restantes se mezclaron con cepas aisladas de
muestras de pollos y otras especies de aves salvajes con una homologia de entre un

60.1% y un 66.3% (Figura 7).

Las especies aisladas de gaviotas (Larus audouinii) de Barcelona formaron el clon 9.
Sin embargo, las cepas aisladas de gaviotas provenientes del Delta del Ebro, asi como
de las gaviotas de la especie L. michaellis provenientes de Islas Medes se distribuyeron
a lo largo del dendrograma sin mostrar una homologia mayor del 60% (Figura 7). Por
ultimo, el clon 2, conformado por las cepas aisladas de muestras de tres gaviotas
provenientes de Islas Alboran presentaron una homologia del 100% (W06 y W08) y del
95% (W06 y W07).

Por ultimo, se definio el clon 12, el cual esta constituido por dos cepas idénticas, una de
origen humano y la otra de pollo (Tabla 10); las cuales no parecen tener ninguna

relacion epidemiologica, pues una se aislo en Barcelona y la otra en Tarragona.

Asi pues, cabe destacar que la mayor parte de las cepas con relacion clonal se
encontraron por un lado en un episodio de contagio en un matadero y por el otro en el
habitat salvaje. Estos ultimos resultados no son sorprendentes, teniendo en cuenta que

las cepas aisladas de estas aves provenian de las heces de animales que viven en
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bandadas. El hecho de no encontrar clonalidad entre cepas humanas se debe a que ya se

descarto6 dicha posibilidad al escoger las cepas.

Siguiendo la propuesta de varios autores (Michaud et al., 2001; Praakle-Amin et al.,
2007; Melero et al., 2012; Pedonese et al., 2017) se valor6 un segundo analisis
utilizando la unién de Kpnl como segunda enzima de restriccion, para poder perfilar la

relacion de las cepas englobadas en los 12 clones.

Del analisis de la restriccion con las dos enzimas se ampliaron el numero de patrones de
120 a 137 (Figura 8) y se redujo el numero de clones de 12 a cuatro (Tabla 10). Del
clon 1, la cepa B13 quedd con un porcentaje de similitud del 80%. Este dato confirma

que la transmision sélo tuvo lugar durante el 2009, pues la cepa B13 se aislo en el 2012.

El clon 2 se mantuvo e incluy¢ las tres cepas aisladas de muestras de heces de gaviotas
(Larus audouinii) recolectadas de Islas Alboran en el mismo tiempo. En cambio, el clon
3 pierde las cepas W40 y W41, con una homologia del 85%, y recoge la W43 que
pertenecia al clon 9. Por ultimo, el clon 4 perdio la cepa W51 que mostrd una

homologia del 55%.

A modo de conclusion, se observd una gran diversidad clonal en el analisis de los
patrones del campo pulsado de las cepas de C. jejuni de los tres hébitats estudiados. En
el dendrograma, se observa que las cepas de las tres poblaciones a pesar de estar
mezcladas forman diferentes clusters (Figura 8). Asi, por ejemplo, las cepas aisladas de
la poblacion de palomas (Columba livia) muestran una homologia mayor del 75%, las
dos cepas aisladas de ciguenas (Ciconia ciconia) presentaron una homologia entre ellas
de alrededor del 70% y las cepas aisladas de las especies de gaviotas Laurus,
L. michahellis y L. audouinii, estan distribuidas a través del dendrograma creando

clusters con una similitud del 65%.

Finalmente, cabe decir que las cepas aisladas de muestras de humanos y pollos a pesar
de no definirse en un cluster se observa una estrecha relacion entre las cepas, lo cual

apoya la idea que relaciona el origen de las gastroenteritis con el consumo de pollo.
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Tabla 10: Clones presentes en las 146 cepas digeridas con la enzima Smal y con la combinacion de las enzimas Smal-Kpnl.

Clones Procedencia Cepas agrupadas Cepas agrupadas (l}zé(:li/o ail::::ll::;e(lllio Lugar de aislamiento Granja Matadero
con Smal con Smal-Kpnl
1 Pollo de engorde B13; - 2012 Lleida ES202
B52; B53; B54; B55; B56 B52; B53; B54; B55; B56 2009 Lleida EU
B57 B57 2009 Lleida CT1
2 Gaviota W06, W07 y W08 W06, W07 y W08 2009 Islas Alboran
3 Paloma W40, W41 y W44 W43 y W44 2015 Barcelona
4 Cuervo W50, W51y W52 W50y W52 2008 Barcelona provincia
5 Pollo de engorde B28/B29 - 2013 Barcelona/Lleida ES193/ES52 C/A
6 Humanos H67 y H68 - 29/F* 2014 Hospital de Sant Pau
7 Paloma W33, W34y W39 - 2015 Barcelona
8 Paloma W46 y W49 - 2015 Barcelona
9 Paloma W32, W36, W37 y W43 - 2015 Barcelona
Gaviota W30 - 2014 Barcelona
10 Humanos H52 y H56 - (I/F)/(2/M) 2014 Hospital de Sant Pau
11 Pollo de engorde B0O5 yB18 - 2012/2013 Lleida/Barcelona ES154/ES193 F/C
12 Humanos y pollo H34 - 22/M 2014 Barcelona
de engorde BO07 - 2011 Tarragona ES184 F

-, clones no corroborados al aplicar las dos enzimas de restriccion; * Dos cepas del mismo paciente aislads en episodios distintos. F: femenino; M: masculino; los nimeros
asociados a las granjas significa el lote de pollo
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Figura 7: Dendograma de los patrones de Smal de las cepas de C. jejuni aisladas de muestras de
humanos, pollos y aves salvajes. En la figura se muestran los clones identificados enmarcados en
recuadros naranjas. Los colores de las ramas indican los diferentes nichos (verde: humanos, rojo: pollos y
lila: aves salvajes).
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Figura 8: Dendograma de los patrones de Sma y Kpnl de las cepas de C. jejuni aisladas de muestras
de humanos, pollos y aves salvajes. En la figura se muestran los clones identificados enmarcados en
recuadros. Los colores de las ramas indican los diferentes nichos (verde: humanos, rojo: pollos y lila: aves
salvajes).
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4.2.2 Analisis de la estructura poblacional mediante la técnica de MLST
Para estudiar la distribuciéon poblacional de las cepas analizamos los siete genes
conservados (housekeeping) descritos en C. jejuni (Dingle et al., 2001). De este analisis se

obtuvieron 64 secuencias tipo (ST), agrupadas en 21 complejos clonales (complejo clonal-

ST) y 12 singletons (S) (Tabla 11).

Se obtuvieron por primera vez en este estudio cinco nuevos alelos (g/n4-619; gltA-526;
glyA4-690; pgm-859 y uncA-544) todos de la cepa W53 y seis nuevas secuencias tipos [ST-
8479 (humanos), ST-8498 (pollos), ST-8511, ST-8512, ST-8513 y ST-8514 (aves

salvajes)].

La ST mas predominante fue la ST-45 con 10 aislados, seguido de la ST-21, ST-50 y
ST-354 con ocho aislados cada uno (Tabla 11).

Entre las 64 ST, 16 fueron exclusivamente encontradas en muestras aisladas de humanos
(Anexo 4) donde la ST-21, ST-50, ST-61 y ST-572 fueron las mas prevalentes,
representando entre un 8% y 10%; 14 se encontraron en pollos (Anexo 5) donde la ST-367
y ST-400 fueron los mas prevalentes (8% y 12%, respectivamente) y 21 en aves salvajes
(Anexo 6), siendo la ST-45, ST-1223 y ST-2209 las més frecuentes (10%-14%) (Tabla 11).
Ademas, diez ST se compartieron entre las muestras aisladas de humanos y pollos (ST-21,
ST-50, ST-883, ST-400, ST-441, ST-464, ST-531, ST-904, ST-1710 y ST-2254) y solo
tres fueron coincidentes en las tres poblaciones (ST-45, ST-48 y ST-354). Ningtn ST fue

compartido entre aves salvajes y humanos o entre aves salvajes y pollos (Tabla 11).

Los complejos clonales mas frecuentes fueron el ST-21 con 24 aislados y el ST-257 con 12
aislados. Estos dos complejos clonales estuvieron representados por cepas aisladas de
humanos y de pollos. Por otra parte, el complejo clonal ST-1275 fue otro complejo clonal
que destacd en mayoria, con 16 aislados, representado s6lo por cepas aisladas de aves
salvajes. Por ultimo, el complejo clonal ST-45 también estuvo representado con un gran
numero de aislados (13), formando parte de este complejo clonal cepas aisladas de las tres

poblaciones de estudio.

En el caso de las cepas aisladas de humanos (Tabla 11) el complejo clonal con el mayor
numero de cepas fue el complejo clonal ST-21. La mayor parte del resto de los complejos
clonales solo estuvieron representados por un solo aislado. No se observo la prevalencia de

ningun ST en ninguna de las franjas de edad definidas (Figura 9).
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Tabla 11: Distribucion de las secuencias tipo (ST) y complejos clonales por cada poblacion

estudiada.

Complejo clonal (n)

ST

Pollos

Aves salvajes

Total

ST-21 (24)

19
21
50
883
1214
3769
4664

3
3
2

ST-42 (2)

459
4016

ST-45 (13)*

45
137
652
8512

[u—

ST-48 (3)

48

ST-49 (1)

49

ST-52 (1)

52

ST-61 (5)

61

N | |

ST-179 (7)

179
220
2209

ST-206 (6)

46
227
572

[

ST-257 (12)*

257
367
2254

ST-283 (1)

267

ST-353 (9)

353
356
400

N == O

ST-354 (9)

354
8498

— NI =

ST-443 (2)

51
5799

ST-446 (1)

3552

ST-464 (3)

464

ST-574 (2)

305

ST-607 (8)

607
904
1707
7110

N — N NN

ST-952 (3)*

8513

ST-1034 (1)

4001

ST-1275 (16)

637

1223
1268
1275
1292
3049
3629
8511

—_—— e DN W = W N = W

— = DD WD = N NI IR = L RN I i m QO = = NI R= i) O\ WD = i e e N e e D et e b e e e ek e = N OO OO =
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Tabla 11: Continuacion

Complejo clonal (n) ST Humanos Pollos Aves salvajes  Total

Singletons (21)* 441 2 1 3
531 1 1 2
996 1 1
1261 1 1
1343 2 2
1710 1 3 4
2331 1 1
2351 1 1
4355 3
7114 1 1
8479 1 1
8514 1 1

*: Los clones definidos por PFGE se situan en: clon 1 en el Complejo clonal ST-257, clon 3 en

el Complejo clonal ST-45 y el clon 4 en el Complejo clonal ST-952. El clon 2 lo forman tres cepas del
singleton ST-4355.

Tal como se ha dicho anteriormente, en el habitat de los pollos, el complejo clonal
predominante fue el ST-21 como en el caso de las cepas aisladas de humanos, junto a los

complejos clonales ST-353 y ST-354 (Tabla 12).
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Figura 9: Distribucion de complejos clonales segiin la edad de los pacientes con gastroenteritis
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Tabla 12: Relacion de secuencias tipos (ST), complejo clonal y Singletons (S) segiin la procedencia
de las muestras aisladas de ciego de pollo.

Matadero Complejo Afio de

(n) clonal ST aislamiento Granja Ubicacion Cepa
A (8) S 441 2011 ES44 Lleida B44
ST-21 21 2013 ES28 Lleida B36
ST-45 45 2013 ES3 Lleida B31
137 2012 ES41 Lleida B42
ST-353 5 2013 ES52 Lleida B29
ST-354 354 2013 ES52 Lleida B45
ST-607 904 2011 ES28 Lleida B47
B (6) S 531 2013 ES138 Barcelona B16
ST-45 652 2013 ES138 Barcelona B22
ST-464 464 2013 ES129 Barcelona BI15
ST-574 305 2015 ES129 Barcelona B21
2013 ES138 Barcelona B25
ST-607 1707 2013 ES129 Barcelona B24
C (6) S 7114 2013 ES191 Barcelona B39
ST-283 267 2013 ES191 Barcelona B33
ST-353 5 2013 ES193 Barcelona B28
400 2013 ES193 Barcelona B18
ST-48 48 2011 ES193 Barcelona B09
ST-464 464 2011 ES191 Barcelona BO8
DY) S 1710 2013 ES125 Tarragona B26
S 1710 2013 ES128 Tarragona B35
ST-21 50 2012 ES116/CAT5  Tarragona B14/B50
883 2013 ES116 Tarragona B17
ST-353 400 2013 ES116/ES115  Tarragona B30/B40
ST-354 8498 2013 ES125 Tarragona B37
ST-607 607 2013 ES128 Tarragona B41
E (9) S 1710 2011 ES84 Lleida B10
S 2331 2011 ES84 Lleida B02
ST-21 21 2013 ES84 Lleida B20/B46
ST-45 45 2013 ES85 Lleida B27
ST-257 2254 2012 ES202 Lleida B13
ST-353 356 2013 ES202 Lleida B48
ST-354 354 2013 ES84 Lleida B23
ST-607 7110 2012 CAT1 Lleida B51
F (6) ST-21 883 2011 ES156 Barcelona B06
50 2011 ES184 Tarragona BO7
ST-206 46 2012 ES156 Barcelona B49
ST-353 400 2012 ES154 Lleida BO5
ST-607 607 2011 ES147 Lleida B04
7110 2013 ES154 Lleida B19
. B57/B52/B53/
G (6)* ST-257 367 2009 CT1/EU Lleida B54/B55/B56

*: Matadero donde se identificé el clon 1 en PFGE.

El ST-353 se describi6 en pollos procedentes de granjas de las tres provincias: Barcelona,
Lleida y Tarragona, mientras que el ST-354 so6lo se encontr6 en granjas de Lleida y
Tarragona. Sin embargo, no puede establecerse ninguna correlacion entre ST y la

localizacion, pues existe una gran variabilidad de ST que se distribuyeron a lo largo del
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territorio. Solo en el matadero G, donde se procesaron seis cepas procedentes de dos
granjas diferentes, pero pertenecientes a la misma empresa fue donde se identifico el clon 1

por PFGE y correspondiente al complejo clonal ST-257.

La distribucion del MLST, en las cepas aisladas de aves salvajes (Tabla 13), fue mas
homogénea que la presentada en las cepas aisladas de humanos y de pollos. También cabe
destacar que el ST-45, compartido por las tres poblaciones, se ha observado en palomas,
ave integrada en el habitat humano. Por otro lado, se definen que los complejos clonales
ST-1275 eran mas frecuentes en gaviotas, el complejo clonal ST-179 en palomas y el

complejo clonal ST-952 en cuervos.

Como se muestra en el minimum spanning tree (MST) y el diagrama de Venn (Figura 10)
es facil distinguir dos bloques de agrupaciones de cepas, aunque se reflejan algunas

excepciones dentro de ellos debido a la ecologia de las muestras aisladas.

Por un lado, un bloque incluye los complejos clonales obtenidos de aves salvajes (ST-952,
ST-179 y ST-1275) representados principalmente por cuervos, palomas y gaviotas,
mientras que un segundo bloque incluye aquellos complejos clonales que provienen de las
muestras aisladas de humanos y pollos (ST-21, ST-206, ST-353 y ST-607). En el caso de
los complejos clonales ST-45, ST-48 y ST-354 se encontraron presentes en los tres habitats

estudiados.

Todos estos datos demuestran que se compartié un nimero considerable de ST entre la
poblaciéon humana y de pollos de engorde, y que solo unas pocas estaban presentes en
todas las poblaciones estudiadas. Ademas, se detect6 una posible cadena de transmision en
ciertos clones entre aves salvajes que comparten el mismo nicho ecolégico. También se ha
detectado una posible contaminacion cruzada de un clon en muestras de ciego de pollo

pertenecientes a la misma empresa de pollos.
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Tabla 13: Relacién de secuencias tipos (ST), complejo clonal y Singletons (S) segiin la procedencia de las
muestras aisladas de aves salvajes.

Ave salvaje Complejo clonal ST Ubicacion C.epa (‘Fecha de
aislamiento)
L. audouinii (21) ST-446 (1) 3552 Islas Alboran W12 (2010)
ST-1034 (1) 4001 Deltadel Ebro W05 (2009)
W03 (2009), W10 (2010),
ST-1275 (12) 1223 Deltadel Ebro W15 (2010), W18 (2011),
W21 (2011)

1268 Deltadel Ebro W22 (2011)
W04 (2009), W09 (2010),
1275 Delta del Ebro W20 (2010)
1292 Islas Alboran W14 (2010), W16 (2010)
3629 Deltadel Ebro W19 (2010)
Singletons (7)* 1261 Deltadel Ebro W11 (2010)
1343  Islas Alboran W13 (2010), W23 (2010)
2351 Deltadel Ebro W17 (2011)
4355 Islas Alboran W06 (2009), W07 (2009),

W08 (2009)
L. michahellis (7) ST-45 (1) 45 Barcelona W30 (2014)
ST-48 (1) 48 Barcelona W29 (2014)
ST-354 (1) 354 Islas Medes W28 (2013)
ST-1275 (4) 637 Islas Medes W24 (2012), W27 (2013)

3049 Islas Medes W26 (2013)
8511 Islas Medes W25 (2012)

Corvus corax (5) ST-354 (1) 354 Barcelona W54 (2008)
provincia
Barcelona W50 (2008), W51 (2008)
R * ) )
ST-952(3) 813 rovincia W52 (2008)
Singleton (1) g514 Darcelona W53 (2008)
provincia
W32 (2015), W36 (2015),
Columba livia (14) ST-45 (7)* 45 Barcelona W37 (2015), W40 (2015),
W43 (2015), W44 (2015)
8512 Barcelona W47 (2015)
ST-179 (7) 179 Barcelona W33 (2015)
220 Barcelona W41 (2015)
W34 (2015), W39
2209 Barcelona (2015),W46 (2015), W48
(2015), W49 (2015)
Spatula clypeata (1) Singleton (1) 996 Deltadel Ebro W02 (2008)
Ciconia ciconia (2) ST-354 (2) 354 Lleida W55 (2011), W56 (2011)

*. Complejo clonal y Singletons donde se identificaron los clones 2, 3 y 4 definidos por PFGE. L. audouini:
gaviota de Audouin; L. michahellis: gaviota patiamarilla; Corvus corax: cuervo comun; Columba livia:
paloma doméstica; Spatula clypeata: pato cuchara; Ciconia ciconia: cigliefia blanca.
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Figura 10: Diagrama de Venn y Minimum spannig tree segun la distribucion de las tres poblaciones del
estudio. A: Diagrama de Venn donde se muestra el nimero de secuencias tipos compartidas en cada
poblacion (pacientes en color verde, pollos en color rojo y aves salvajes en color lila) y las que son comunes
entré si. B: Se muestra un Minimum spannig tree seglin la distribucion de las tres poblaciones. En lineas
discontinuas se agrupan los complejos clonales (ST-complex). Los circulos muestran las ST y si las
contienen mas de una cepa el circulo se divide en quesitos. Las lineas entre los circulos muestran la distancia
alélica, las lineas gruesas muestran una distancia mas cercana entre ST que las lineas delgadas, mientras que
las lineas delgadas muestran mas cercania que las lineas delgadas discontinuas.
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4.3. Perfil de sensibilidad y deteccion de genes de resistencia a
antibidticos en muestras aisladas de humanos, pollos y aves salvajes

4.3.1 Estudio de la sensibilidad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad en las 150 cepas del estudio se realizé por disco-difusion y
muestran que el 84.6% (127/150) de las cepas fueron resistentes a algunos de los
antimicrobianos testados. Un 71.3% de las cepas fueron resistentes a tetraciclina (TET), un
67.3% a ciprofloxacina (CIP), un 64.6% a acido nalidixico (NAL) y un 63.3% a ampicilina
(AMP) (Figura 11A). Dentro de estas familias de antimicrobianos las cepas aisladas de
pollos fueron quienes mostraron el porcentaje de resistencia mas elevado (74% a 98%),
seguidas de las aisladas de humanos (78%-88%), mientras que, en las cepas aisladas de
aves salvajes, el porcentaje de resistencia fue menor, oscilando entre el 16% y 36%. El
42% de las cepas de aves salvajes fueron sensibles a todos los antimicrobianos, y el 38%
resistentes s6lo a un agente. Lejos de estos porcentajes tan elevados estan los porcentajes
de resistencia a algun aminoglucosido: 7.3% a estreptomicina, 4.6% a kanamicina y 0.6% a
gentamicina. En este caso también las cepas mas resistentes fueron encontradas en el
habitat de los pollos, siendo parecidos los porcentajes entre humanos y pollos, con el hecho
a resaltar que la Unica cepa resistente a gentamicina es de origen humano. Todas las cepas
fueron sensibles a amoxicilina-acido clavulanico, imipenem, eritromicina, cloranfenicol y

fosfomicina.

De las 150 cepas del estudio, se establecieron 20 perfiles de sensibilidad (A-T) siendo el A
el que engloba las cepas sensibles a todos los antimicrobianos y del L al T recogen las
cepas que mostraron resistencia a tres o mas familias de antimicrobianos, las cuales se
denominan cepas multiresistentes (Figura 11B, C). De las 127 cepas resistentes a algun
antibiotico, el 58.2% (74 cepas) fueron multiresistentes (MDR). El perfil MDR maés
frecuente fue el M (TET+NAL+CIP+AMP) con un 41.3% de las cepas, representado
mayoritariamente por cepas aisladas de humanos (58%) y pollos (58%) (Tabla 14; Figura
11D). Si se analiza, no a nivel de familia sino de antimicrobiano, se observa que el mayor
porcentaje estd en las cepas resistentes a cuatro antimicrobianos, seguido por cepas
resistentes a tres (17.3%) y en menor medida cepas resistentes a cinco (5.3%) o seis
antimicrobianos (1.3%), incluyendo en estos casos una cepa de aves salvajes

correspondiente a un cuervo.
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Tabla 14: Frecuencia de los distintos perfiles de sensibilidad encontrados en las 150 cepas de

C. jejuni.
- Humanos Pollos Aves salvajes Total

Perfil de sensibilidad 'n (%) n (%) n (%) n (%)

A Sensibles a todos los ATB 24 0 21 (42) 23 (15.33)

B Soloa TET 2(4) 0 6(12) 8 (5.3)

C Solo a AMP 0 0 12 (24) 12 (8)

D Solo a NAL 0 0 1(2) 1 (0.6)
2(4) 0 19 (38) 21 (14)

E TET, AMP 1(2) 0 1(2) 2(1.3)

F TET, CIP 1(2) 0 0 1 (0.6)

G TET, S 0 1(2) 0 1 (0.6)

H NAL, CIP 1(2) 0 0 1 (0.6)
4(8) 1(2) 1(2) 6(4)

I TET, NAL, CIP 2(4) 11(22) 3(6) 16 (10.6)

J NAL, CIP, AMP 3(6) 2 (4) 0 5@3.3)

K AMP, S, K 0 0 1(2) 1 (0.6)

L TET, CIP, AMP ** 4 (8) 0 0 4 (2.6)
9 (18) 13 (26) 4(8) 26 (17.33)

M TET, NAL, CIP, AMP** 29 (58) 29 (58) 4(8) 62 (41.3)

N TET, NAL, CIP, K** 1(2) 0 0 1 (0.6)

o TET, NAL, CIP, S** 0 1(2) 0 1 (0.6)
30 (60) 30 (60) 4(8) 604 (42.6)

P TET, NAL, CIP, AMP, S** 1(2) 4 (8) 0 5@3.3)

Q TET, NAL, CIP, AMP, K** 0 1(2) 0 1 (0.6)

R TET, NAL, CIP, K, G** 1(2) 0 0 1 (0.6)

S TET, NAL, CIP, S, K** 0 0 1(2) 1 (0.6)
2(4) 5(10) 1(2) 8 (5.3)

T TET, NAL, CIP, AMP, S, K** 1(2) 1(2) 0 2 (1.3)
1(2) 1(2) 0 2 (1.3)

**: cepas multiresistentes; ATB, antimicrobianos; AMP, ampicilina;

TET, tetraciclina; NAL,

acido nalidixico; CIP, ciprofloxacina; S, estreptomicina; K, kanamicina; G, gentamicina.
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las cepas sensibles pertenecen a aves salvajes (Tabla 15).

Una vez que se observd que las cepas mas resistentes estaban en el hdbitat humano y de
pollos se quiso determinar si habia alguna relacion entre la multiresistencia y las
secuencias tipo, teniendo en cuenta que los dos habitats citados compartian varios ST. De
hecho, se encontr6 que entre las cepas MDR se encuentran los principales complejos
clonales identificados, como el ST-21, ST-206, ST-257, ST-354 y ST-607. Ademas, se
observd que las cepas con fenotipo sensible (A) pertenecen a los complejos clonales
ST-179 y ST-1275 presentes en aves salvajes. Sin embargo, del complejo clonal ST-45,

presente en los tres habitats, las cepas resistentes estan en el habitat humano y de pollos, y
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Figura 11: Perfil de resistencia a antibiéticos en las cepas de C. jejuni estudiadas. A: valores y
porcentajes de cepas resistentes a antibioticos donde H (humanos), B (pollos) y W (aves salvajes).
Las familias de antibiéticos Q: quinolonas y A: aminoglucésidos. Todas las cepas fueron resistentes
a amoxicilina-acido clavulanico, imipenem, eritromicina, cloranfenicol y fosfomicina. B: Porcentaje
de cepas resistentes a familias de 0 a 4 antibidticos, MDR: cepas multi drogorrresistentes.
C: subgrupo de cepas segln la resistencia a antibioticos, el * indica cepas MDR. D: porcentaje de

cepas resistentes segun el subgrupo definido en C.

Por ultimo, si se analizan las cepas clonales por PFGE (W06,W07 y W08; W43 y W44;
W50 y W52) se puede observar que todas las cepas del clon 1 (B52, B53, B54, B55, B56 y
B57) con el mismo ST (ST-367) presentaron el mismo patrén de MDR (M), asi también
ocurre con los clones 2 (W06, W07 y W08) con el ST-4355 y patron A, y el clon 3 (W43,
W44) con el ST-45 y patron A, mientras que en el clon 4 (W50 y W52) con ST-8513

presentaron diferente patrén de resistencia antimicrobiana (A y C, respectivamente).
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Tabla 15: Complejos clonales, Secuencias tipos (ST), Singletons y perfil de resistencia a antibiéticos
en las 150 cepas aisladas de muestras de humanos, de pollos y de aves salvajes.

Humanos Pollos Aves Salvajes
Complejo clonal ST ST n PRA PRA PRA
ST-21 (24) 19 1 M (1)
21 ®) MMDI@)JM TA) M@2)O0(1)
50 ®) M#) K (1) M (1)K ((2)
883 4 M) I(1)
I(1)
1214 (1) ()
3769 (1) M (1)
4664 (1) B (1)
ST-42 (2) 459 1 M (1)
4016 (1) E (1)
ST-45 (13) 45 (10) K (1) MG ABCOBIM
137 (1) P (1)
652 (1) P (1)
8512 (1) A(1)
ST-48 (3) 48 3) M (1) M (1) M (1)
ST-49 (1) 49 €)) M (1)
ST-52 (1) 52 1) H(1)
ST-61 (5) 61 5) M2)A()EQ)
B (1)
ST-179 (7) 179 1) A (1)
220 (1) D (1)
2209  (5) A1)
A22)C(Q2)
ST-206 (6) 46 €)) M (1)
227 (1 A1)
572 @) M (4)
ST-257 (12) 257 3) M (1) N (1) P(1)
367 (6) M (6)
2254 (3) M (2) I(1)
ST-283 (1) 267 €)) M (1)
ST-353 (9) 5 2) I(1)
I(1)
353 (1 K (1)
356 (1 M (1)
400 (5) M (1) IG3)M(()
ST-354 (9) 354 ®) M (2) M (2) M2)I(2)
8498 (1) M (1)
ST-443 (2) 51 1) M (1)
5799 (1) M (1)
ST-446 (1) 3552 (1) M (1)
ST-464 (3) 464 3) F (1) M (1)
M (1)
ST-574 (2) 305 2) M)I()
ST-607 (8) 607 2) M)I()
904 3) M (1) M (2)
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Tabla 15: Continuacion

Perfil de resistencia a antibioticos

Complejo clonal ST

ST n Humanos Pollos Aves Salvajes
1707 (1) M (1) 1707
7110  (2) M (1) 7110
I(1)
ST-952 (3) 8513  (3) A@2)C()
ST-1034 (1) 4001 (1) L(1)
ST-1275 (16) 637 2) A(1)B(1)
1223 (5) C(1)
A@2)C(1)
C()
1268 (1) B (1)
1275  (3) B (2)
B (1)
1292 (2) C()
C()
3049 (1) A (1)
3629 (1) E (1)
8511 (1) B (1)
Singletons 441 3) R (1) P (1)
J(1)
531 ) M (1) M (1)
996 1) A (1)
1261 (1) A(D)
1343 (2) AQ2)
1710  (4) M (1) M (1) Q (1)
P (1)
2331 (1) M (1)
2351 (1) C()
4355  (3) A (3)
7114 (1) T (1)
8479 (1) M (1)
8514 (1) S (1)

* lallegenda de las letras de la A a la M pueden encontrase en la Figura 11.

4.3.2 Deteccion de los mecanismos de resistencia

4.3.2.1 Resistencia a ampicilina

Tal como se especifica en la introduccion, el principal mecanismo de resistencia a
betalactamicos en Campylobacter es la presencia de betalactamasas. Sin embargo, la
presencia de estos enzimas no siempre confiere un fenotipo resistente. Es por ello que
ademas de las 95 cepas resistentes a ampicilina por disco difusion, se realizé la prueba del
nitrocefin, para detectar la presencia de betalactamasas en las cepas sensibles a ampicilina

y a amoxido-clavulanico. Todas las cepas resistentes a ampicilina hidrolizaron el
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nitrocefin asi como 16 cepas sensibles aisaladas de muestras de humanos, dos cepas

sensibles aisaladas de muestras de pollos y siete de aves salvajes.

Segun lo descrito en la literatura, uno de los principales mecanismos de resistencia a
ampicilina que presentan las cepas de Campylobacter es la accidon de la betalactamasa de
clase D, blapxs.6; (Alfredson and Korolik, 2005). Sin embargo, y debido a que en algunas
cepas se ha descrito la presencia de este gen como mecanismo secundario, se amplio la

busqueda del gen blapyx..; a todas las cepas sensibles a ampicilina (Tabla 16).

Los resultados muestran la presencia del gen blaoxa-i-type © Sus derivados en todas las
cepas aisladas de humanos y pollos (tanto sensibles como resistentes a ampicilina) y sélo
en el 54% (27/50) de las cepas aisladas de aves salvajes. En la poblacion de aves salvajes,
ademads de blapxs-si-ype, €1 tres cepas (dos de las cuales eran sensibles a ampicilina) se
encontré el gen blaoxs-is+wpe- Este gen es un derivado de blapxs.s;. Varias son las
diferencias entre estos dos genes a nivel de sus proteinas, tal y como se puede observar en
la figura 12, aunque se mantiene el sitio activo STFK, idéntico entre todas las

oxacilinasas, segun lo descrito por Poirel y colaboradores (Poirel ef al., 2010).

oxmel 1 MERITL-FLLFINLVFGQDEILNNWFREYNTSGTFVFYDCETWASNDFSRAMETFSPAST 59
MEKI L F LF + DE L ++FR+YNTSG F+ +DGK +ASN+F RA E FSPAST
OxXalg4d 1 MERILLLFSLFYSFALANDE-LEDFFEDYNTSGVFITFDGEHYASNNFRRAREPFSPAST 59

OoxXmel 60 FEIFNALIALDSGVIKTERE IFYHYRGERVFLSSWAQIMNLSSAIRKYSNVLAFKEVARRI 119
EﬁIFNALIALD+GV+K EETFYHY+GEEVFL SW QD +LSSATEK S V AFKE+AR+I
OXAl84 &0 FEIFNALIALDNGVVEDTRE IFYHYRGERVFLPSWEQDASLSSAIRRSQVPAFKELARKI 119

OXael 120 GIKTMQEYINRLHYGNARISKIDTFWLDNSLEKISAREQAILLFRLSQNSLPFSQEAMNSV 179
GH+ETMQE LNEL YGN KISKIDTFWLDNSL+ISAK QA LLF+LSQNSLPFS+++ v
OX¥Al84 120 GLETMQESINRKLSYGNTRISKIDTFWLDNSLQISARNQADLLFELSQNSLPFSKKSQEEV 179

OoXRrel 180 EEMIYLEMMENLELFGETGFNDGOEIAWIVGEVY LEDENEYRAFATNIDIDEFEDLYERE 239

E++I K + +++ ETGFNDG +AWIVGF+ + +NE  +FALN+DI +++ RE
OX¥Al84 180 EKRIILFREDRKIQRIYARTGFNDGINLAWIVGFI-—-ESENEILSFAINVDIENIRNIKIRE 237
OxXmrel 240 EILEEYLDEL 249

++LEEY+ L
OX¥Al84 238 ELLEKYIYSL 247

Figura 12. Alineamiento de las secuencias blagy.s; (HO1) y blagx..;5, (W09).
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Como los genes blaoya-s1-type Y blaoxa-1s4- type S€ presentaron tanto en cepas resistentes como
sensibles se procedio a analizar si en el gen blapy,.s; existia alguna condicion que definiera
el fenotipo resistente. Segin la literatura (Zeng et al., 2014), un cambio (G en lugar de T)
en el nucleotido 49, localizado upstream del coddon de inicio de blapyxs.s; en la region
promotora de dicho gen condicionaria el fenotipo resistente. Del anélisis de la region del
promotor del gen blapy4.6; s€ observo que en 26 cepas (14 resistentes y 12 sensibles) habia
una guanina y en 50 cepas (41 resistentes y 9 sensibles) una timina, por lo que esta
transversion G-T no parece ser la causa que explique el distinto fenotipo de las cepas

(Tabla 16).

Siguiendo este hilo de resultados y dado que algunas de las cepas de C. jejuni son
resistentes a cefalosporinas se plante6 la busqueda de betalactamasas de amplio espectro
mas frecuentes entre las bacterias gramnegativas. Asi se realizd la PCR de las
betalactamasas TEM y SHV de las cepas con fenotipo sensible a ampicilina, pero
nitrocefin positivas. Los resultados de PCR-secuenciacion mostraron que solo la cepa H12
(1/150) presentaba la SHV-1, correspondiente (100% de homologia) con la betalactamasa
SHV-1 descrita en Klebsiella pneumoniae (AS5F124984.1). Ninguna de las cepas

analizadas presento la betalactamasa TEM.

Tabla 16: Frecuencia del gen blagxa en las 150 cepas de C. jejuni aisladas de muestras de humanos (H),
pollos (B) y aves salvajes (W).

Cepas Gen H B W Promotor conGo T Total
100% 100%  60% H (n=39) B (m=30) WB (n=7)
G 13 1 0 14
blaOXA_61 40 37 14/18
Resistentes T 17 20 4 41
blaOXA,]&; 1/18
G 5 5 2 12
blaOXA,gj 10 13 13/32
T 4 4 1 9
Sensibles
blaOXA_HM 2/32
Sin bldOXA 20
Total 50 50 50 39 30 7

G: guanina; T: timina
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De modo que el mecanismo de resistencia a ampicilina estudiado, es decir la presencia del
gen blapyxy, no es suficiente para explicar el fenotipo resistente en las cepas de C. jejuni
aisladas de los tres ambientes, pues el gen esta presente tanto en cepas resistentes como
sensibles y la mutacion de T a G en el promotor que condicionaria el fenotipo resistente no

se restringe solo a las cepas resistentes.

4.3.2.2. Resistencia a tetraciclina

El 71.3% de las cepas estudiadas (107/150) fueron resistentes a tetraciclina. Para la
identificacion del mecanismo de resistencia a tetraciclina nos propusimos determinar, tal
como describe la bibliografia, la presencia mediante PCR-secuenciacion de los genes tetO
y tet4. Segin hemos explicado en la introduccion, el gen fefO es el principal gen descrito
involucrado en la resistencia a tetraciclina en cepas de Campylobacter, aunque la presencia
del gen estructural fet4, pudiera determinar el fenotipo de resistencia a tetraciclina al actuar

en sinergia con el gen fetO.

El gen tetO puede presentarse en cepas de C. jejuni sensibles a tetraciclina (Whitehouse et
al., 2018), por lo que en nuestro estudio se incluyeron tanto las cepas resistentes como
sensibles. De la determinacion de estos genes se encontré que todas las cepas aisladas de
muestras de humanos y pollos, tanto resistentes como sensibles, resultaron tener los genes
tetO y tetA. En el caso de las cepas aisladas de aves salvajes el comportamiento de estos
genes se encontrd variado (Tabla 17). Especificamente, las cepas resistentes presentaron
ambos genes (con la excepcién de una cepas de gaviota que no amplificé para terO),
mientras que un 61% de las cepas sensibles presentaron el tetO y un 58% el tetA.

Tabla 17: Presencia de los genes tetO y tetA en las 50 cepas de C. jejuni
aisladas de aves salvajes.

Especies de aves salvajes TET n tetO+ tetA+
Spatula clypeata (pato del norte) S 1 o 0
Ciconia ciconia (cigiieiia blanca) R 2 2 2
Corvus corax (cuervos comunes) R 2 2 2

S 3 o 0
Columba livia (palomas domésticas) S (14) 3 1
Larus michahellis (gaviota patiamarilla) R o) 5 5

S 2 2 2
Larus audouinii (gaviota Audouin) R o) 5 6

S (15) 14 15

S: sensible, R: resistente, n: numero de cepas
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El conocimiento de la localizacion de los genes de resistencia a antibidticos en las cepas de
C. jejuni ha permitido tener una idea de la naturaleza de los mismos y la importancia en la
diseminacion a otras cepas en diferentes héabitats. En nuestro estudio se decidié determinar
la localizacion del gen fetO, pues generalmente se presenta en un elemento movil,

asumiendo que al ser el gen tet4 de naturaleza estructural estd localizado en el cromosoma.

Para el estudio de la localizacion del gen zetO se procedio a realizar el PFGE con la enzima
de restriccion S1 (para localizar genes en plasmidos) en las 134 cepas donde se habia
detectado la presencia del gen fefO mediante PCR. Sin embargo, en un alto porcentaje de
las cepas (105 cepas; 78.3%) no se pudo localizar el gen. En las 29 cepas restantes, la
mayoria presentes en muestras aisladas de humanos y pollos, el gen fetO se encontr6 en un

plasmido de alrededor de 55 kb (Tabla 18; Figura 13).

Tabla 18: Localizacion del gen zerO en las cepas de C. jejuni aisladas de humanos y
aves salvajes.

Poblacién con Cepas Cepas localizadas No localizadas (n)
tetO (n) analizadas  en Plasmidos (n)
Humanos (50) R:44 17 27
S:6 0 6
Pollos (50) R:48 11 37
S:2 0 2
Aves salvajes (34) R:14 1 13
S:20 0 20

S: sensible, R: resistente, n: nimero de cepas

SondatetO (B)

SondatetO (A)

SondatetO (B)

SondatetO (C)

17 18 19
15 17 18 19 14 15 16 17 181920 2122 2324 -
B R e S RS R )
- L S S
97Kb 97Kb. 97Kb, 97Kb
= e — e—
48.5Kh 485K 48.5Kb 485K
— — — - - ' * —

1: ATCC 81-176; 3: H52; 5:H54;
6: H56; 7: H57; 8: H58; 10: H60;
11: HS61

13:P18; 15:P20; 16:P21;
17:P22; 18:P23;

14:P45; 15:P46; 16:P47; 17:P48;
18:P49; 19:P50; 20:P51; 21:P52;
22:P53; 23:P54; 24:P55; 25:P56;

26:P57

17:W40;
18:W48;
19: W53

Figura 13: PFGE-S1 hibridacién con sonda zetO de algunas de las cepas de C. jejuni

aisladas digeridas con la enzima S1.

A: humanos; B: pollos; C: aves salvajes se

digirieron con la enzima S1 y se hibridaron con la sonda tetO. La cepa ATCC 81-176, que
contiene un plasmido de 55 kb, se utilizé como cepa control al contener el gen tetO.
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4.3.2.3 Resistencia a aminoglucdsidos

En nuestro estudio el 9.3% de las cepas (14/150) presentaron resistencia a
aminoglucésidos. Solo una cepa fue resistente a gentamicina, siete fueron resistentes a
kanamicina y 11 a estreptomicina (Tabla 19). El perfil de resistencia de estas cepas mostro
que siete eran resistentes a estreptomicina (S), dos a kanamicina (K), cuatro a kanamicina y
estreptomicina y una a kanamicina y gentamicina (G). Producto de la amplificacion
mediante PCR y posterior secuenciacion de los 18 genes se encontrd que de las 14 cepas,
solo en 11 se identificaron genes AME quedando tres cepas por caracterizar el mecanismo
responsable de la resistencia (H50, B36 y B44) (Tabla 19). En 8 de las 11 cepas
productoras de AME se detect6 el gen aph(3’)-1lla, que confiere resistencia a kanamicina,

neomicina y gentamicina, junto al gen ant(6)-Ia, que confiere resistencia a estreptomicina.

Tabla 19: Presencia de los genes aph(3’)-11la y ant(6)-Ia en cepas de C. jejuni
resistentes a aminoglucésidos.

Perfil de

sensibilidad AME Cepas
K,G  aph(3)-Illa (KGNm), ant(6)-Ia (S) HO1
K aph(3")-ITTa (KGNm), ant(6)-Ia (S) HO3, B26
aph(3")-Illa (KGNm), ant(6)-Ia (S)
K. S aph(3")-ITTa (KGNm), ant(6)-Ia (S) H52, B39, W05, W53
aph(3")-Illa (KGNm), ant(6)-Ia (S)
S aph(3")-Illa (KGNm), ant(6)-Ia (S)  B27
ant(6)-Ia (S) B10, B22, B42
] H50, B36, B44

AME, aminoglycosides modifying enzymes. K, kanamicina; G, gentamicina; S,
estreptomicina; Nm, neomicina

Los genes que confieren resistencia a aminoglucosidos estan localizados en su mayoria en
plasmidos (Shaw ef al., 1993) e incluso se han encontrado en islas de patogenicidad unidos

a otros determinantes genéticos como tetO (Qin et al., 2012).

Para el estudio de la localizacion de los genes aph(3’)-Illa y ant(6)-la se procedio a
realizar el PFGE con la enzima de restriccion S1 con las cepas resistentes a
aminoglucésidos que presentaron estos genes. Al igual que en el apartado anterior,

mediante PFGE-S1 s6lo pudimos localizar el gen aph(3°)-Illa en las cepas HOl y H52 en
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una banda de entre 97 y 145kb y el gen ant(6)-Ia en la cepa HS52 en una banda entre el

mismo rango de tamanos (Figura 14).

Sonda aph(3°)-lla (A) Sonda ant(6)-a (B)

1: HO1: 2: H52 1: HO1: 2: H52

Figura 14: PFGE-S1 con sondas aph(3°)-Illa (A) y ant(6)-la
(B) en cepas resistentes a aminoglucésidos digeridas con la
enzima S1.

4.3.2.4 Resistencia a quinolonas

De las 150 cepas estudiadas, 102 fueron resistentes a quinolonas y dentro de ellas, 96
fueron resistentes a 4cido nalidixico y ciprofloxacina, cinco sdlo a ciprofloxacina (HI18,
H32, H54, H60 y H72), con halos de inhibicion entre 18 y 27 mm para el 4cido nalidixico
y de 9 mm para ciprofloxacina, y una sélo fue resistente a acido nalidixico (W41) con
halos de 9 mm para 4acido nalidixico (9mm) y de 30 mm a ciprofloxacina. Las 96 cepas
resistentes a quinolonas y las cinco sélo resistentes a ciprofloxacina presentaron la
mutacion Thr86lle, mientras que la cepa sélo resistente a acido nalidixico no presentd

ninguna mutacion en la region amplificada del gen gyrA4.

Otro de los mecanismos descritos que confiere resistencia a quinolonas es la adquisicion de

los genes gnr. Mediante PCR descartamos la presencia estos genes de origen plasmidico.
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4.4. Secuenciacion masiva (WGS) en una seleccion de cepas aisladas de
muestras de humanos, pollos y aves salvajes

Segin se ha observado hasta este punto, todos los mecanismos estudiados han sido
mediante PCR y secuenciacion por el método de Sanger. Sin embargo, con la nueva era de
la secuenciacion (NGS: del inglés Next Generation Sequencing) se ha ganado en velocidad,
profundidad y precision en la obtencion de los resultados, los cuales se obtienen con menos
labor en el laboratorio. Mediante NGS y sus variantes se pueden estudiar en profundidad
genes especificos o secuenciar todo el genoma (WGS). En nuestro estudio se escogieron 48
cepas con el objetivo de comparar las técnicas estandares de MLST y PFGE obtenidas
mediante PCR y secuenciacion, con el MLST+, tanto el core genome MLST (cgMLST)
como el whole genome MLST (wgMLST), obtenidos mediante WGS. Ademas,
aprovechando la WGS se determinaron los genes de resistencia presentes en dichas cepas
introduciendo las secuencias al web ResFinder. Uno de los primeros analisis, luego de

obtener las secuencias, consistio en verificar la calidad de las mismas (Tabla 20).

Las 48 cepas alcanzaron valores altos de Q30, entre el 86% y el 93%, con una profundidad
de 30x, una longitud de los scalfold superior a 15.000 bases y una media de la longitud de
los scalfolds (N50) superior a 15.000 bases, valores minimos descritos en la literatura para
el andlisis de las secuencias. La excepcion estuvo en la cepa B27 (con una N50 de 22194,
que aunque dentro del rango muy cerca del limite) y en la cepa W47 (con una N50 de
3409), las cuales presentaron los valores de Q30 del 87.4% y el 86.9%, respectivamente,

que aunque fueron valores de calidad menores se decidio continuar con el analisis.

Una vez procesadas las secuencias tal como se indica en Materiales y Métodos, se procedid
a la obtencion del ST utilizando el p/ugin del software BioNumerics v7.6.3, basado en los
siete genes houskeeping definidos en pubmlst.org. En nueve de las 48 cepas analizadas
(18.75%), la ST resultante fue distinta a la obtenida por técnicas convencionales (Tabla
21). Estas diferencias se deben, por una parte, a la nominacion de alelos distintos a los
obtenidos mediante PCR y Sanger, y por la otra, a que la nominacion de los ST no coincide
entre pubmlst.org y BioNumerics. Ademds, en un caso (W47) se observd como

BioNumerics nomina un nuevo ST sin consensuarlo con pubmlst.org.
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Tabla 20: Parametros de calidad obtenidos en las cepas analizadas mediante WGS.

Cepas Avg Coverage Q30 N50 Length %GC
HO1 510 88 58687 1757648 31,79
HO05 515 89 53382 1735448 31,48
HO07 600 88 86781 1674036 31,51
H19 480 87 166226 1718094 31,76
H32 604 88 114932 1697237 32,07
H33 433 88 114689 1705259 31,59
H35 627 88 114362 1630145 32,1

H38 549 88 94313 1662876 32,28
H48 612 89 149326 1608892 31,91
H49 466 88 103367 1676993 31,72
H50 560 88 117957 1690418 31,26
H60 490 88 87207 1732490 31,7

He61 393 88 114200 1630260 31,85
He63 410 88 91808 1762481 31,19
H70 540 87 268356 1691421 31,95
H72 436 89 90043 1857647 31,37
B02 509 88 127727 1710580 31,48
B09 581 87 97595 1709197 31,8

B16 470 88 115946 1683287 31,99
B17 457 87 94850 1783058 31,93
B23 457 88 101614 1680563 31,41
B24 526 88 89739 1779596 31,58
B25 794 87 103770 1728757 31,65
B27 662 87 22194 1731743 31,79
B28 576 87 94480 1743310 31,89
B29 570 86 218495 1817086 32,16
B39 514 88 105511 1690002 31,59
B56 484 87 109933 1632242 32,17
W02 505 88 99726 1633995 31,68
WO05S 764 87 133928 1623877 32,1

W06 742 87 176447 1642126 31,96
W07 337 88 82186 1628983 31,81
W09 803 86 129213 1786390 32,23
W12 592 87 121098 1770848 31,5

W13 530 87 164519 1615882 31,61
W17 489 87 143396 1610342 32,02
W20 531 87 155147 1777875 31,91
W25 536 87 129233 1742200 31,82
W26 687 87 88859 1755500 32,59
W28 546 86 103408 1748332 32,16
W29 574 87 400553 1761695 31,39
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Tabla 20: Continuacion

Cepas Avg Coverage Q30 NS0 Length %GC
W33 1583 87 134523 1639149 31,86
w43 540 87 138895 1607794 31,87
w47 660 87 3409 1916821 32,39
W50 253 93 129617 1751101 32,16
W52 458 87 129713 1762755 32,05
W53 726 87 120843 1671299 31,51
W56 1295 87 54492 1715643 32,3

Antes de realizar el cgMLST y el wgMLST, se compararon los datos proporcionados por el
MLST clasico con los datos obtenidos mediante NGS (Figuras 17A y 18A). En el MLST
clasico habia 9 casos con mas de una cepa por ST (ST-5, ST-45, ST-48, ST-61, ST-354,
ST-441, ST-1275, ST-4355 y ST-8513). De estos, en el MLST mediante WGS, en cinco ST
la homologia entre las cepas fue del 100% (ST-354, ST-441, ST-1275, ST-4355 y ST-
8513). En el resto, el porcentaje de homologia fue variable. Asi las cepas del ST-5 (B28 y
B29) presentaron una homologia del 42%, siendo la cepa B29 la que por WGS se obtiene
como resultado el ST-607, del complejo clonal ST-607. De las tres cepas del ST-45 (H48,
B27 y W43), dos presentaron una homologia del 100% mientras que la cepa B27 mostr6
una homologia del 10%. Esta cepa por WGS era del ST-48, cuya homologia con el ST-45
no es tampoco cercana (Figura 15A). De las tres cepas que conforman el ST-48, dos (B09
y W29) tienen una homologia del 100% mientras que la cepa H38 s6lo mostré una
homologia del 72% y fue caracterizada por WGS como ST-572 (complejo clonal ST-206).
Finalmente esta el ST-61 cuyas cepas (HO5 y H70) presentaron una homologia del 85%.
También cabe senalar la pareja formada por las cepas HO7 y H33, con ST-1710 y ST-8479,
respectivamente, las cuales mostraron una homologia del 100%, pues por WGS la H33 se
caracterizo con la ST-1710. Por ultimo, cabe remarcar que de los cuatro clones descritos

por PFGE, dos se seleccionaron para el estudio de WGS y los dos se mantuvieron.
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Tabla 21. Diferencias en la nominacion de los alelos y ST al comparar los resultados obtenidos mediante el MLST convencional con los obtenidos
mediante WGS, los cuales se analizaron a través de la utilizacion del software BioNumerics v7.6.3.

MLST convencional (PubMLST) MLST por WGS (BioNumerics)
Cepas aspA glnA gltA glyA pgm tht uncA ST CC aspA glnA gltA glyA pgm thkt uncA ST ST? Q30 (%)
H19 7 2 2 15 23 312 5799 443 7 17 2 15 23 3 12 51 51 87
W33 1 6 7 2 40 32 3 179 179 1 6 29 2 40 32 3 220 220 87
w25 27 33 22 49 43 20 6 8511 127 27 33 22 49 43 20 31 1268 1268 87
H33 2 71 5 62 10 67 6 8479 - 2 71 5 66 22 67 6 1710 1710 88
H38 2 4 1 2 7 I 5 48 48 62 4 5 2 2 1 5 572 572 88
B29 7 2 5 2 10 3 6 5 353 8 2 5 53 1 3 1 607 607 86
B17 2 17 2 3 2 1 5 883 21 7 2 5 04 23 3 1 7110 7110 87
B27 4 71 10 4 1 71 1 45 45 2 4 1 2 1 1 5 48 48 87
w47 4 6 10 176 1 321 8512 45 1 2 7 4 1 7 1 9190 * 87

STa: ST obtenidas con WGS mediante pubmlst.org

*: La combinacion de estos alelos es la mas proxima al complejo clonal ST-45, sin embargo Bionumerics da una numeracion no existente en la
base de datos del pubmlst.org
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Al analizar los datos mediante MLST+, primero mediante core genome MLST
(cgMLST) y después mediante whole genome MLST (wgMLST), las relaciones
clonales variaron. En el ¢gMLST se compararon 2186 alelos, mientras que en el
wgMLST se complementaron con 1343 comparando un total de 3529 alelos. Mediante
el analisis de cgMLST, el primer cambio que se observo, respecto al MLST por NGS, es
que no habia ninguna homologia del 100% con la excepcion de los clones 2 (ST-4355)
y 4 (ST-8513) ya descritos por PFGE (Figuras 15B y 16B). Las cepas de los ST-354,
ST-441 y ST-1275 presentaron una homologia del 96%, 97% y 99%, respectivamente.
En cambio, las cepas del ST-5 pasaron de una homologia del 42% al 69%, el ST-48 del
72 al 76% y el ST-61 del 85% al 90%. Dos de las cepas del ST-45 mostraron una
homologia del 71% e incorporaron la cepa W47 del ST-8512 (ST-9190 por WGS) con
una homologia del 77%. Sin embargo, la cepa B27 (con un ST-48 por WGS) pasa a
formar parte del completo clonal ST-48.

Por ltimo, el analisis del wgMLST (Figura 15C; Figura 16C), mantiene los porcentajes
obtenidos con el ¢cgMLST por lo que, a modo de conclusién se podria definir que a
partir de nuestros resultados las cepas formarian parte de un clon cuando presentan una
homologia igual o superior al 90% y las cepas formarian un cluster cuando presentan

una homologia igual o superior al 70%.

El andlisis de la clonalidad mediante WGS cuando se realiza comparando alelos y no
comparando SNP (Single Nucleotide Polimorfism), se describe mediante distancias
genéticas. En nuestro caso se ha determinado las distancias génicas entre las cepas con
un mismo ST tanto cuando las analizamos mediante ¢gMLST como por wgMLST

(Tabla 22).

Las distancias génicas entre las cepas de un mismo clon, es decir que presentaron una
homologia del 90% o superior oscilaron entre 0 y 0,18 (B, C, D, F, G y I) por cgMLST
y entre 0 y 0,14 por wgMLST (B, C, D, F, G y I). Las distancias génicas entre las cepas
del cluster A fueron de 0,02 y 0,03 para cgMLST y wgMLST, respectivamente. En las
cepas con una homologia del 96% (B09 y W29) cuando otra cepa fue afiadida (H38), la
distancia encontrada fue de 0,44 a 0,46 (cgMLST) o de 0.27 a 0.28 (wgMLST).
Respecto al cluster H, las distancias génicas encontradas varian: entre las cepas W47 y
W43 fue de 0,1; entre W47 y H48 de 0,4 y entre H48 y W43 de 0,5. Esta distancia

incrementa a mayor de 1 cuando se introduce en el cluster la cepa B27.
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MLSTMLST convencional

.. 8.8 8 2.8.8 8 8 5 Strain ST-complex ST- Source
HO5 ST-61 complex 61 Human
H70 ST-61 complex 61 Human
B27 ST-45 complex 45 Broiler
W33 ST-179 complex 179 Feral pigeon
H32 ST-21 complex 21 Human
H60 ST-21 complex 883 Human
B09 ST-48 complex 48 Broiler
w29 ST-48 complex 48 Yellow'legged gull
H38 ST-48 complex 48 Human
H61 ST-42 complex 459 Human
H49 ST-354 complex 354 Human
B23 ST-354 complex 354 Broiler
w28 ST-354 complex 354 Yellow'legged gull
W56 ST-354 complex 354 White stork
B25 ST-574 complex 305 Broiler
HO1 S 441 Human
H72 S 441 Human
— H19 ST-443 complex 5799 Human
B24 ST-607 complex 1707 Broiler
B29 ST-353 complex 5 Broiler
B17 ST-21 complex 883 Broiler
H63 ST-353 complex 353 Human
B28 ST-353 complex 5 Broiler
B39 S 7114 Broiler
H50 ST-257 complex 257 Human
I: B56 ST-257 complex 367 Broiler
Ho7 S 1710 Human
H33 S 8479 Human
B BI6 S 531 Broiler
B02 S 2331 Broiler
w12 ST-446 complex 3552 Audouin’s gull
H48 ST-45 complex 45 Human
{ w43 ST-45 complex 45 Feral pigeon
wa7 ST-45 complex 8512 Feral pigeon
W02 S 996 Northern shoveler
4{ W05 ST-1034 complex 4001 Audouin’s gull
W09 ST-1275 complex 1275 Audouin’s gull
w20 ST-1275 complex 1275 Audouin’s gull
W25 ST-1275 complex 8511 Yellow'legged gull
W26 T-1275-compl 3049 gged-gul
CLON | Wos S 4355 Audouin's gull
| waz s 4355 Audouin's gull
CLON | W50 ST-952 complex 8513 Common raven
4{ | ws2 ST-952 complex 8513 Common raven
W53 S 8514 Common raven
— w13 S 1343 Audouin’s gull
L war s 2351 Audouin's gull

Figura 15: Agrupacion de las 48 cepas analizadas mediante WGS. A: Distribucion de las ST obtenidas mediante MLST convencional; B: Mediante el ¢gMLST y C:

A

WgMLST (Core loci)

CLON

WgMLST (Alllci)

% Strain ~ ST-complex ST- Source 8.8 8 &8 8 8 3 8 g Strain  ST-complex ST- Source
A 7
H63 ST-353 complex 353 Human H32 ST-21complex 21 Human
B28 ST-353 complex 5 Broiler E H60 ST-21complex 883 Human
HO5 ST-61 complex 61 Human
H70 T-61 comple: A1 Human CLON ST-952 complex ~ 8513 Common raven
W50 ST-952 complex 8513 Common raven ‘ W52 ST-952 complex 8513 Common raven
W52 ST-952 complex 8513 Common raven W53 S 8514 Common raven
W5 S 514 woe s 4355 Audouin's gull
W06 S 4355 Audouin’s gull w07 S 4355 Audouin’s gull
W33 ST-179 complex 179 Feral pigeon
ST-179 complex Feral pigeon w13 s 1343 Audouin's gull
wi3 S 1343 Audouin’s gull w17 S 2351 Audouin’s gull
w17 S 2351 Audouin’s gull W05 ST-1034 complex 4001 Audouin’s gull
W05 ST-1034 complex 4001 Audouin’s gull w02 S 996 Northern shoveler
wo2 S 996 Northern shoveler { H50  ST-257 complex 257 Human
H50 ST-257 complex 257 Human BS6  ST-257 complex 367 Broiler
B56 ST-257 complex 367 Broiler H19 ST-443 complex 5799 Human
H19 ST-443 complex 5799 Human Ho7 S 1710 Human
B02 S 2331 Broiler H33 s 8479 Human
HO7 S 1720 Human BI6 S 531 Broiler
H3 S 8479 Human B2 S 2331 Broiler
B16 S 531 Broiler H49  ST-354complex 354 Human
H49 ST-354 complex 354 Human B23  ST-354complex 354 Broiler
B23  ST-354 complex 354 Broiler W56  ST-354complex 354 White stork
W56 ST-354 complex 354 White stork w28 ST-354 complex 354 Yellowlegged gul
w28 ST-354 complex 354 Yellowlegged gull Hot s a1 Human
HOL S 441 Human W72 s 441 Human
Hz. s 441 Human W09 ST-1275complex 1275 Audouin's gull
W09 ST-1275 complex 1275 Audouin’s gull W20 ST-1275 complex 1275 Audouin's gul
W20 ST-1275complex 1275 Audouin's gull W25 ST-1275complex 8511 Yellowlegged gull
W25 ST-1275 complex 8511 Yellow'legged gull w26 ST-1275 complex. 3049 Yellowlegged gul
w26 ST-1275 complex 3049 Yellowlegged gull wi2 ST-446 complex. 3552 Audoi's gull
wi2 ST-446 complex 3552 Audouin’s gull 817 ST-2Lcomplex 883 Broier
B17 ST-21 complex 883 Broiler 829 ST-353complex. 5 Broier
B29 ST Comp:ex 5 B"’f:ﬂ B24  ST-607complex 1707  Broiler
B24  ST-607complex 1707 Broiler B25  STS74complex 305 Broier
B25 ST-574 complex 305 Broiler
H63 ST-353 complex 353 Human
H61 ST-42 complex 459 Human
B28 ST-353 complex 5 Broiler
B09 ST-48 complex 48 Broiler
HO5 ST-61 complex 61 Human
W29 ST-48complex 48 Yellowlegged gull
H70 ST-61complex 61 Human
B27 ST-45 complex 45 Broiler
Hé1 ST-42 complex 459 Human
H38 ST-48 complex 48 Human
B09 ST-48 complex 48 Broiler
w43 ST-45 complex 45 Feral pigeon
) w29 ST-48 complex 48 Yellowlegged gull
W47 ST-45complex 8512 Feral pigeon ;
B27 ST-45 complex 45 Broiler
H48 ST-45 complex 45 Human
H38 ST-48 complex 48 Human
B39 S 7114 Broiler ‘ o
Ha2 ST-21 complex 2 Human L w43 ST-45 complex 45 Feral pigeon
H60 ST-21 complex 883 Human w47 ST-45 complex 8512 Feral pigeon
Ha¢ T-4¢ I 4 Hi
H35  ST2lcomplex 50 Human 8 ST45complex 45 uman
B39 S 7114 Broiler

B

C

Mediante el wgMLST. Se observa que la distribucion de las cepas se mantiene aunque aumente de los siete genes del MLST a todos los genes en wgMLST.
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g' .
G @ e~ 9

I@ 7 genes 2186 genes

MLST convencional ceMLST wgMMLST

3529 genes

Figura 16: Minimum Spanning Tree de las 48 cepas estudiadas. Se muestra la relacion existente segin MLST, cgMLST y wgMLST basandonos en la WGS. El
numero de las ST es el obtenido por PCR/pubmlst.org. Los circulos sefialan las cepas que resultaron idénticas al comparar los siete genes del MLST convencional.
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Tabla 22: Distancia génica obtenida por WGS.

Complejo Segtin Segtin
Grupo* ST n Cepa
clonal cgMLST wgMLST
A 48 48 3 H38, B09, W29 0.02 2 0.46 0.0320.28
B (clon4) 952 8513 2 W50, W52 0 0.00045
C S 441 2 HO1, H72 0.07 0.09
D 354 354 4 B23, H49, W28 y W56 0.02 a 0.05 0.01 a2 0.06
S 1710 1 HO7
E 0.02 0.01
S 8479 1 H33
F 61 61 2 HO0S5, H70 0.18 0.14
G(clon2) S 4355 2 W06, W07 0 0
45 45 2 H48, W43 0.5 0.30
H 45 8512 1 W47 0.1a20.4 0.06 2 0.25
45 45 1 B27 12al3 0.75a0.81
| 1275 1275 2 W09, W20 0 0.00045

*Las iniciales de la A a la I coinciden con los circulos detallados en la Figura 18.

Segun las tltimas tendencias para determinar los puntos de corte que permitirian definir
un clon s6lo seria necesario utilizar las distancias obtenidas por cgMLST. Asi pues, en
nuestro caso la distancia génica que definen un clon seria de 0,18, es decir todas las
cepas que tuvieran una distancia génica igual o menor a 0,18 dentro de un mismo lineaje

estarian incluidas dentro de un mismo clon.

A parte de la relacion clonal entre las cepas, los resultados obtenidos por WGS muestran
una correlacion con los métodos convencionales de tipaje (MLST y PFGE). Las cepas
de aves salvajes estdn agrupadas y son mas cercanas entre si, mientras que las cepas
humanas y de pollo se muestran mezcladas entre ellas, apoyando la idea de que el
principal origen de las gastroenteritis por Campylobacter es la ingestion de carne de

pollo contaminada.

4.4.1 Resistencia a antibioticos

Otra funcion que se puede realizar a partir de la secuencia del genoma es la
determinacion de la presencia de distintos genes de resistencia. En nuestro caso
utilizamos la web ResFinder que presenta una relaciéon de genes especificos que
confieren resistencia frente a: aminoglucdsidos, betalactamicos, tetraciclinas,
quinolonas, glucopéptidos, fenicoles, macrolidos entre otros. Esta web, sin embargo, no

brinda informacion de genes estructurales o su accion en los mecanismos de resistencia,
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sino que solo estan reflejados los genes adquiridos que mas han sido reportados y las

mutaciones mayormente descritas de algunos de los genes estructurales.

Mediante esta herramienta se identificaron en las cepas de C. jejuni estudiadas un total
de 9 genes de resistencia a antibidticos adquiridos causantes de resistencia frente a
diferentes antimicrobianos como ampicilina (6 genes de oxacilinasas), tetraciclina (zetO)
y aminoglucosidos (2 genes) (Tabla 23). De los seis genes que codifican para una
oxacilinasa, blapxa-¢1 se encontrd en 23 cepas, blapxy.1s4 €n 7, blaoxs.i1ss y blaoxi.447 €n
1, blapxs.44s €n 3 'y blapxs.449 Y blaoxs.4ss en 4. Mientras que por PCR y Sanger sélo se
logré identificar dos tipos blaoxu-si- wpe ¥ blaoxa-1s4ype (Tabla 23). Con estos nuevos
datos podemos observar que las oxacilinasas diferentes a la blapyxss; fueron
identificadas en cepas aisladas de muestras de aves salvajes, con la excepcion de las
encontradas en las cepas aisladas de muestras de humanos (H19 y H48). También cabe
sefalar que en tres cepas (H61, B17 y B28) por WGS no se determind la presencia de
blapxs6; (Tablas 23 y 24).

La problematica de las cepas que no fueron coincidentes en el tipo de oxacilinasa (A)
identificada mediante PCR y mediante ResFinder y otras webs como card
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database) y Argannot (Antibiotic Resistance
Gene-ANNOTation) utilizando la secuencia de todo el genoma, podria explicarse debido
a que el fragmento analizado del gen blaoxa-e1 amplificado mediante PCR en nuestro
estudio comprende un tamaio entre 238-449 bp, por lo que no contienen todo el tamafio
del gen blaoxaci, €l cual presenta un total de 762 bp. Al realizar la comparacion con la
secuencia completa obtenida del WGS se obtiene la identificacion de la oxacilinasa
especifica, ya que analiza la totalidad del gen. Esta problematica aplica para todas las 17
cepas incluidas en el grupo A, por lo que el error podria estar en los cebadores
escogidos con los cuales se amplificd el gen, aunque cabe decir que los cebadores
utilizados son los descritos desde la identificacion del gen por Alfredson y Korolik en
2005 (Alfredson and Korolik, 2005). Por tanto, se puede afirmar que en nuestro estudio
de determinacion de genes de resistencia a ampicilina los genes amplificados mediante

PCR fueron blaox- type-

De los genes encontrados que confieren resistencia a tetraciclina: tetd y tetO, sélo el
ultimo puede ser adquirido, por lo que es el tnico que se encuentra inscrito en la base de

datos. De las 48 cepas se detecto el gen fetO en 32 cepas de las 35 positivas por PCR y
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Sanger (Tabla 14). Las tres cepas en que no se detectdé fueron H48, W07 y W17 (Tabla
24, grupo C).

Por ultimo, los genes de resistencia a aminoglucdsidos, se detectaron por PCR y Sanger
en ocho de las seis cepas portadoras. Las dos cepas nuevas, la H35 y la H72 (Tablas 23
y 24) presentaron los genes aph(3°)-1lla y ant(6)-1a, ambos descritos como causantes de
fenotipos de resistencia a gentamicina y/o kanamicina y estreptomicina,
respectivamente. En este caso, es valido recordar que solo se escogieron para el estudio
las cepas resistentes a uno o mas aminoglucésidos, por lo que las cepas que mostraron
fenotipo sensible no se estudiaron, tal y como se evidencia en la tabla 25. Las dos cepas
nuevas se mostraron sensibles a todos los antimicrobianos, por lo que estos genes en

estas cepas podrian no expresarse.
Tabla 23: Relacion de genes de resistencia adquiridos identificados mediante ResFinder.

Betalactamicos Tetraciclina Aminoglucésidos n Cepas

HO05, HO7, H32, H33,
H38, H49, H50, H60,

blaOXA_61 (AY587956) tetO (M18896) - 16 H63, Bl6, B25’ B56’
W29, W56

blaoys (AY587956) - - 3 B09, B27, W12

aph(3°)-III (M26832)

blapy.s; (AY587956)  tetO (M20925) ant(6)-Ia (AF330699) 2 HO1, B39

. - - 2 W50, W52

blagy.s (AY587956) €10 - 1 H70

OXA-61 (AIOQ01000025)
blapxs (AY587956)  tetO (M20925) - 1 B24
tetO
blaox.s1 (AY587956) (AI0Q01000025) ant(6)-Ia (KF864551) 1 H35

h(3")-IIT (M26832);
blaoxss (AYS587956) - Zfl’t((é)_)[a (K(F864551)) 1 H72

blaoxs.1s4 (JQ396378)  tetO (M18896) - 3 B23,B29, W28
tetO

blaoy.1s4(IQ396378) (AI0Q01000025) 3 B02, W20, W09
blaoxs 154 JQ396378)  1etO (M18896) aph(3))-111 (M26832) 1 W05

blagyy.iss JQ396379)  tetO (M18896) - 1 HI9

aph(3°)-IIT (M26832);

blaoxs-1i7 (KRO61496) - - ant(6)-la (KF864551) 1+ W33

blaoys.us (KRO61497) - - 3 W33, W43, W47
blapyis (KRO61498) - - 4 H48, W06, W07, W13
blagy.ses (KRO61500) - - 4 W02, W17, W25, W26
- tetO (M18896) - 3 H61,B17,B28

Entre paréntesis se describe la secuencia del GenBank con la que presenta mayor grado de homologia.
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Tabla 24: Cepas con genes de resistencia a antibioticos identificados mediante
ResFinder y discrepantes a las identificadas o no mediante PCR.

No. Cepas del grupo A  Cepas del grupo B gCrel?[?j gel (Q°Z())
1 H48 0OXA-449 H35  ant(6)-Ia W07  tetO 88
2 B02 OXA-184  H72 Zﬁf(g:)jcf”‘” H48  tetO 89
3 B23 OXA-184 H61  blagxys; 88
4 W06 OXA-449 B17  blagxss; 87
5 W13 0OXA-449 B28 blagxssr 87
6 W17 OXA-465 W17  tetO 87
7 W20 OXA-184

8 W28 OXA-184

9 W26  OXA-465

10 H19 OXA-185

11 B29 OXA-184

12 W02 OXA-465

13 W05 OXA-184

14 W25 OXA-465

15 W33 0OXA-448

16 W47 OXA-448

17 W53 OXA-447

Total 17 2 6

A: Cepas discrepantes en cuanto a oxacilinasas; B: Cepas con fenotipo sensible y con
genes de resistencia que posiblemente no se expresan; C: Cepas PCR positivas en las
que no se ha identificado el gen de resistencia mediante WGS.

Si se analiza la relacion entre fenotipo y presencia de genes de resistencia se tiene que
de las 48 cepas analizadas, 43 presentaron el gen blapy,, tanto las cepas sensibles como
las resistentes. Solo en 2 cepas (B28 y W50) sensibles se corresponde fenotipo sensible
y no presencia de este gen de resistencia mediante WGS y PCR (Tabla 25). De las cepas
resistentes a quinolonas se observo la mutacion Thr86lle en todas las cepas resistentes a
ciprofloxacina y a 4cido nalidixico, mientras que la mutacion descrita también se
observo en las tres cepas sensibles a NAL (H32, H60 y H72) (Tabla 25). Tanto las cepas
sensibles como resistentes a tetraciclina presentaron el gen tetO. La diferencia existente
entre las dos técnicas se evidencid en una cepa resistente a TET la cual, mediante PCR,
presento el gen tetO (B09). En el caso de las cepas sensibles a TET siete de ellas (H48,
W02, W06, W07, W13, W17 y W26) presentaron el gen tetO mediante PCR, mientras

que mediante WGS no se detecto el gen.
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Por ultimo, en el caso de las cepas resistentes a aminoglucésidos la presencia de genes
detectados por PCR en todas las cepas se corresponden con los mismos genes
detectados mediante WGS, excepto en una cepa resistente a estreptomicina (B27) donde

se detectaron los genes de resistencia mediante PCR y no por WGS (Tabla 25).

Tabla 25: Mecanismos de resistencia a antimicrobianos detectados por ResFinder mediante WGS.

Mecanismo de N° cepas (R/S) con N° cepas (R/S)

Resistencia a ll\iesis tentes (R) resistencia el mecanismo con el mecanismo
Sensibles () adquirido detectado por detectado por
encontrado WGS PCR + Sanger
Ampicilina R:29/S:19 blapx, 43 (27/16) 43 (29/14)
Acido nalidixico R.28/S:20 31 (28/3) 31 (28/3)
gyrA Thr86lle
Ciprofloxacina R:31/S:17 31 (31/0) 31(31/0)
Tetraciclina R:34/S:14 tetO 34 (32/2) 42 (33/9)
Aminoglucésidos
aph(3’)-Illa +
Gentamicina R: 1/8:47 ant(6)-la 1/0 1/NA
aph(3’)-Illa +
Kanamicina R:4/ S:44 ant(6)-la 4/2% 4/NA
aph(3’)-Illa +
Estreptomicina R:5/S:43 ant(6)-la 4/3%x* 3/NA

*. Dos cepas con la presencia del gen ant(6)-Ia y una cepa con la presencia del gen aph(3’)-Illa
(Kanamicina).

**: Tres cepas con la presencia del gen ant(6)-la y dos cepa con la presencia del gen aph(3°)-Illa
(Estreptomicina).

N°: ntimero, R: cepa resistente, S: cepa sensible, NA: no analizado

Otra informacién que nos brinda la web ResFinder es conocer las mutaciones que
presentan la totalidad de los genes introducidos en la web. Asi se conocen las

mutaciones en los genes rpsL, en el gen cmeR, en el gen gyr4 y en el gen 23S.

Los genes rpsL y rplV, los cuales codifican para las proteinas L[4 y L22,
respectivamente; son los cominmente analizados en busca de mutaciones que ocasionan
el fenotipo resistente a eritromicina y estreptomicina o a ambos (Olkkola et al., 2010).

Si se manifiesta una mutacion en estos genes la resistencia a macrolidos principalmente
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es evidente (Ladely et al., 2009). Por otra parte el gen cmeR, es un regulador
transcripcional que act@ia sobre la bomba de expulsion CmeABC, por lo que si el
represor esta mutado no se uniria al promotor de la bomba de expulsion y esta se
expresaria constitutivamente, provocando resistencia frente a varios antimicrobianos

(Nishino et al., 2016).

En las 31 cepas resistentes a quinolonas de las 48 que se analizaron por WGS, se
describio la mutacion de una Treonina por una Isoleucina (Thr86Ile). Ademas, de esta
mutacion, estuvo presente la mutacion de una prolina por una serina (P104S) en la cepa

HO1 y la mutacioén del acido aspartico por la asparagina (D90N) en la cepa H70.

Es importante destacar que esta base de datos, ResFinder, es muy referida y completa, y
cuenta con la informacién de secuencias especificas descritas para Campylobacter, 1o
cual contribuye al gran volumen de genes que se ha logrado identificar. Aunque
también, puede darse el caso de que nuestras cepas tengan genes que no se hayan
descrito aiin y no estén en esta base de datos. La utilizacion de las restantes bases de
datos, card y Argannot, no arrojaron datos significativos que discreparan de los

obtenidos mediante ResFinder.

4.4.2 Identificacion de plasmidos y genes de virulencia mediante las web
PlasmidFinder, VirulenceFinder y vidb respectivamente

En el caso de la presencia de plasmidos, las webs PlasmidFinder y VirulenceFinder,
disponen, especificamente, de informacion para Enterobacterias y algunos
microorganismos grampositivos como Enterococcus, Streptococcus 'y Staphylococcus.
La web VirulenceFinder identifica factores de virulencia correspondientes a especies
tales como: Listeria, E. coli (toxina de shiga), Enterococcus y Staphylococcus (genes
para S. aureus). Por este motivo en ninguno de los casos fue identificado ningin
plasmido. Sin embargo, con la utilizacién de la web vfdb se detectaron 9 genes de

virulencia, como se muestra en la tabla 26.
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Tabla 26. Genes de virulencia identificados mediante la web

VirulenceFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/).

Genes POS (n=48) Identidad (%)
cadF 48 98-100

cdtA 40 99-100

cdtB 36 99-100

cdtC 38 98-100

htrB 36 94-100

ciaB 44 98-99

virB11 1 98

wlaN 1 100

4.4.3 Comparacion de los resultados entre las técnicas convencionales y el WGS

El haber determinado por técnicas convencionales los estudios de clonalidad (PFGE),
filogenia (MLST) y deteccion de los mecanismos de resistencia (PCR y secuenciacion
por Sanger), nos permite evaluar los resultados de la secuenciaciéon masiva con el
posterior analisis con BioNumerics y la base de datos del Center for Genomic

Epidemiology (ResFinder, PlasmidFinder y VirulenceFinder) (Tabla 27).

El primer problema que se encontrd fue la diferente numeracion de alelos y ST entre
pubmlst.org y BioNumerics, con una discrepancia en 9 cepas. En segundo lugar,
mediante WGS se pudo caracterizar todos los genes blapyxy, sin depender del disefio de
iniciadores, excepto en dos cepas, del mismo modo que se detectd el gen fefO en todas
excepto en tres cepas. En cambio, como para los aminoglucésidos solo se escogieron las

cepas resistentes se pudieron detectar la presencia de genes AME en cepas sensibles.

Asi pues, los resultados del andlisis de WGS muestran que seria preferible analizar

dichas secuencias con mas de un sistema de analisis.
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Tabla 27: Nimero de cepas que concuerdan o no en la informacion resultante de las técnicas convencionales y la obtenida mediante la utilizacion de la

informacion de todo el genoma.

ST STpor WGS AMP-PCR AMP-WGS TET-PCR TET-WGS AME-PCR AME-WGS n Cepas

5799 51 blapy st blapy.iss tetO NE N 1 HI19

8479 1710 blaoyu-si blaoy.s1 tetO NE N 1 H33

48 227 blaoya-si blaoya.s1 tetO NE N 1 H38
45 7512 blaoxa-si blaoxa.si tetO aph(3°)-11I; ant(6)-Ia N 1 B27
5 607 blapysit blapys.1s4 tetO NE N 1 B29
8511 1268 N blapy.ss5 tetO NE N 1 W25
883 1710 blapysit blapyis; tetO NE N 1 B17
179 220 N blapyy.sus N NE N 1 W33

8512 7510 N blapy.sus N NE N 1 w47
= N N N N 2 W50, W52
= blaoxa-si blaoxa.si tetO NE ant(6)-la 1 H35

HO5, HO7, H32, H49, H50,
= blaoxs.si blapyss; tetO NE N 14 H60, H63, H70, B16, B24,
B25, B56, W29, W56

= blaoxa-si blaoxa-s1 N NE N 2 B09, W12
= blaoxssn N tetO NE N 2 H61, B28
= blaoxs.sn blapxisr tetO aph(3°)-111I; ant(6)-1a 2 HO1, B39
= blaoxa-sit blapys.s; tetO N NE aph(3°)-11I; ant(6)-1a 1 H72
= blaoxa-si blapyy.1s4 tetO - - 3 B02, B23, W20, W28
= blaoxa-si blapys.1s4 tetO tetO aph(3°)-1II; ant(6)-la  aph(3°)-1II; ant(6)-la 2 W05, W53
= blaoxs.sn blaopys.q49 tetO N NE N 1 HA48
= blaoxa.sn blapy.4a0 N NE N 2 W06, W13
= blaoxa-si blaoy.ss5 N NE N 1 w02
= blapxy.1s4 blapyy.1s4 tetO NE N 1 W09
= blapys.iss blapyi.q65 tetO N NE N 1 W17
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Tabla 27: Continuacion

ST ST por WGS AMP-PCR AMP-WGS TET-PCR TET-WGS AME-PCR AME-WGS n Cepas
= N blaOXA_Mg N NE N N 1 W43
= N blaOXA_449 tetO N NE N 1 WO07
: N Dlaos sss N N NE N 1 W26

NE: no estudiadas; N: negativo; blaoxa.¢it: blaoxa-si-type
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5. DISCUSION
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Campylobacter es una de las causas mas comunes de enfermedad bacteriana de
transmision alimentaria en todo el mundo. El numero estimado de casos de
campilobacteriosis es de nueve millones por afo. Campylobacter jejuni 'y
Campylobacter coli son las dos especies responsables de la gran mayoria de las
infecciones humanas, de entre las cuales un 80-90% se deben a C. jejuni (Nachamkin et
al., 2000; CDC, 2013). La campilobacteriosis es una de las infecciones mas
frecuentemente transmitidas por alimentos. Con mas de 190.000 nuevos casos por ano
en la UE, la EFSA ha estimado un coste econéomico anual de alrededor de 2,4 mil

millones de euros (EFSA, 2015).

El reservorio de Campylobacter es el tracto gastrointestinal de las aves, ganado y
animales domésticos. En el hombre, la infeccion se transmite fundamentalmente a partir
de la ingesta de pollo poco cocinado o de alimentos contaminados con Campylobacter
al haber estado en contacto con carne de ave cruda durante su manipulacion. La mayoria
de los casos de campilobacteriosis son esporadicos, siendo relativamente poco frecuente
la aparicion de brotes. Esto se debe, en parte, a que Campylobacter no se multiplica en
los alimentos. La dosis infectiva minima no se conoce con exactitud pero se considera

que 10° UFC son suficientes para causar la enfermedad (Fitzgerald and Nachamkin,

2011).

A pesar que la caracterizacion de brotes producidos por Campylobacter no es frecuente
pues son fendmenos autolimitados, si existen estudios poblacionales donde se describen
los clones predominantes. Estos estudios incluyen diferentes habitats, como el animal,
tanto el relacionado con la alimentacion como con la vida salvaje, con el objetivo de
determinar diferencias entre los clones presentes en un hébitat y en otro, pues tal como
se ha dicho anteriormente, en el habitat humano Campylobacter actua como patogeno,
mientras que en el habitat animal estd como reservorio. La caracterizacion del
microorganismo nos brinda la posibilidad de saber si existen determinados clones en un
habitat concreto o no. También la caracterizacion nos brinda informacion de las cepas
circundantes en un ambiente y sus caracteristicas de acuerdo a su perfil de resistencia a

antibioticos, o si seria el caso, de la existencia de cepas multiresistentes.

En nuestro estudio las cepas no fueron escogidas en el contexto de brote, pues las
muestras de humanos, pollos y aves salvajes se seleccionaron en diferentes afios y

diferentes sitios.
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A pesar de las diferentes técnicas de tipaje para determinar la clonalidad, el campo
pulsado es considerado la técnica Gold Standard y es la utilizada por la mayoria de
laboratorios (Noormohamed and Fakhr, 2014), y a dia de hoy es muy utilizada en la

descripcion de brotes (Burakoff ez al., 2018).

En nuestro estudio, el campo pulsado se realizd con la utilizacion de dos enzimas de
restriccion, Smal y Kpnl, tal como recomiendan distintos autores (Oyarzabal et al.,
2008; Pedonese et al., 2017) y donde se utiliza primeramente la enzima Smal y después
se le afiade al analisis, el patron obtenido con la enzima Kpnl (Kim et al., 2017). De esta
forma se logran establecer los clones con mayor precision, pues se conoce que la suma
de los patrones de estas dos enzimas aumenta el poder discriminativo (Pedonese ef al.,

2017), en nuestro caso se paso de 12 a 4 clones.

Un fendmeno encontrado en nuestro estudio fue la presencia de la lisis celular que nos
impedio tipar algunas cepas. Una vez realizadas las digestiones, cuatro de las 150 cepas
fueron no tipables, como se ha evidenciado en otro estudio (Rozynek et al., 2010). Este
fendmeno, a parte de manifestarse en cepas de Campylobacter, también ha sido
detectado en otras especies (O’reilly, 2011). En algunos casos esta problematica se
resuelve con la utilizacion de la thiurea a diferentes concentraciones, como en un
estudio realizado en 2011 donde solo en dos de las seis cepas estudiadas fue posible

visualizar el patron, gracias al efecto estabilizador de esta sustancia (O’reilly, 2011).

Otro aspecto clave en el andlisis de los patrones de campo pulsado fue la interpretacion
de los patrones de bandas. Para ello nos basamos en los criterios de Tenover (Tenover et
al., 1995) a pesar que ¢éstos no deberian ser tomados, pues las cepas no fueron
colectadas en un mismo afio. Sin embargo, otros autores avalan su aplicacion siempre
tomandose en consideracion los datos epidemioldgicos (Pedonese et al, 2017). En
nuestro caso, se determind que las cepas que presentaban una homologia del 95% eran
pertenecientes a un mismo clon, pues entre ellas no habia mas de cuatro bandas de
diferencia entre los perfiles de campo pulsado, asi como habia una correlacioén con los
datos epidemiologicos disponibles (edad, sexo, localizacion, afio de aislamiento, entre
otros). Este criterio es muy exigente si lo comparamos con otros estudios que reportaron
puntos de corte del 80 al 90%, siendo estudios que describen casos esporadicos (Frazao
et al., 2017) o brotes (Garcia-Sanchez et al., 2017), respectivamente, en diferentes

habitats.
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La relacion clonal, obtenida mediante campo pulsado, con la unién de los dos patrones
de las dos enzimas estudiadas, solo mostré 4 clones, de los cuales 3 corresponden a
cepas aisladas de aves salvajes y solo una a cepas aisladas de muestras de pollo. Las
cepas aisladas de muestras de pacientes que sufrieron gastroenteritis no mostraron
relacion clonal. Estos resultados fueron concordantes con los datos clinicos, pues las
cepas aisladas de muestras de humanos no fueron tomadas en el contexto de un brote,
sino como casos esporadicos, de la misma manera que tampoco hay una prevalencia en
nifos de entre 1 y 5 afios tal como se describe en la literatura (Quetz et al., 2012), pues

las muestras escogidas representaban varios grupos de edades.

La identificacion del clon 1 comprendido por cepas aisladas de muestras de pollo se
explica ya que las mismas aunque proceden de dos granjas diferentes, pertenecen a la
misma empresa comercializadora y fueron procesadas en el mismo matadero, el mismo
dia. Se ha demostrado que existen expansiones clonales en los mataderos, debido a
contaminacion cruzada con otras cepas de Campylobacter, las cuales han persistido en
el mismo matadero luego del proceso de limpieza y desinfeccion (Peyrat et al., 2008;

Elvers et al., 2011; Melero et al., 2012).

En el caso de los clones formados por cepas aisladas de muestras de gaviotas, palomas y
cuervos no es de sorprender, pues las muestras fueron tomadas a cada especie de ave
salvaje en un mismo muestreo o a lo sumo en dos muestreos y siempre a un mismo
grupo de aves que compartian nicho ecoldgico. Aunque segun se observo en el
dendrograma las cepas estaban distribuidas formando diferentes clusters a todo lo largo
del mismo. También es importante destacar la marcada especificidad de hospedador que
muestran las cepas aisladas de cuervos y ciguenas, lo cual se ha descrito para las cepas
que colonizan este tipo de aves (Griekspoor ef al., 2013). Para las cepas aisladas de las
palomas muestreadas en Sabadell (Barcelona) la distribucion se mostr6 mas amplia,
observandose valores de entre 65% y 80% de similitud entre ellas, lo cual puede deberse
a la relacion mas estrecha que tienen estas aves con el entorno urbano, por lo que seria
mas probable que las cepas de C. jejuni no compartan tal nivel de similitud como las
aisladas de las gaviotas y cuervos. Esto nos confiere una idea de la importancia del
ambiente donde conviven estos animales y la diversidad genética de las cepas que
puedan colonizarles en dependencia del habitat. La alta clonalidad entre las aves
salvajes es debida a que todos los aislados fueron recogidos en la provincia de
Barcelona. por lo que estos datos sugieren que las gaviotas y las palomas tienen una
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fuente de infeccion comun o también pudiera ser consecuencia de que las gaviotas son

depredadores de las palomas.

En general los clusters representados por el género Larus (gaviotas) compartieron una
homologia del 65%, aunque estas muestras fueron tomadas de diferentes areas como las
Islas Medes, Delta del Ebro e Islas Alboran. Esto también se observo en otro estudio
con cepas aisladas de heces de cuervos, donde las cepas aisladas de estas aves
procedentes de diferentes regiones (Suecia, Australia y Reino Unido) eran
genéticamente similares, lo cual concluye la elevada habilidad que posee C. jejuni de

adaptarse a su hospedador (Griekspoor et al., 2015).

Del andlisis del MLST se obtuvieron 64 secuencias tipo, agrupadas en 21 complejos
clonales y 12 singletons. De esta relacion de ST se evidencid una cercania entre las
secuencias tipos de las cepas aisladas de muestras de pacientes con las aisladas de pollos
donde se compartieron diez ST, no siendo asi con las de aves salvajes, las cuales solo
presentaron tres ST iguales que en las poblaciones restantes. Esto concuerda con los
planteamientos de que las cepas aisladas de pacientes que sufren campylobacteriosis
provienen del consumo de la carne de pollo contaminada (Skarp et al, 2016;

Ramonaite et al., 2017).

Segin nuestros resultados, en los diferentes nichos ecoldgicos analizados, parece
predominar un ST especifico en las cepas aisladas de cada uno de ellos (ST-21 en

humanos, el ST-45 y ST-353 en pollo y el ST-179 y ST-1275 en aves salvajes).

Con respecto a las relaciones clonales, en las muestras humanas, so6lo cuatro cepas
comparten el mismo ST, el ST-572 (complejo ST-206). Estas cepas se aislaron en 2014
(tres en julio y una en diciembre), pero de personas no relacionadas, con diferentes
edades (de 9 meses a 20 afios). Cualquier relacion clonal entre ellos fue descartada por

el patron de campo pulsado.

Las tres secuencias tipos obtenidas en mayoria (ST-21, ST-45 y ST-1275) se
corresponden con las secuencias tipos que predominan en las cepas de C. jejuni aisladas
de muestras de humanos y pollos, como son la ST-21 y la ST-45. Estos ST se han
considerado endémicos en algunas regiones, como en un estudio realizado en Japon
entre los afios 2007 y 2014, donde en muestreos aleatorios se observo el predominio de

la ST-21 y ST-45 (Ohishi et al., 2017). También en otro estudio realizado con cepas de
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C jejuni aislados de heces y de sangre de pacientes, las cepas con ST-21 y ST-50 se

consideran de distribucion global (Skarp et al., 2017).

La ST-45 por su parte, en nuestro estudio, se ha encontrado en los tres ambientes
estudiados (humano, pollo y ave salvaje); lo que se correlaciona con lo descrito, pues se
ha demostrado que estas cepas son capaces de colonizar varios hospedadores (Colles
and Maiden, 2012). Sin embargo, se ha relacionado mas con cepas que colonizan pollos,

sobretodo en Europa y Nueva Zelanda (Colles et al., 2003).

Una agrupacion de ST que se observé en la distribucion del minimum spanning tree en
mayoria fueron los ST-179 y ST-1275, los cuales han sido descritos en cepas aisladas de
aves salvajes, como palomas y gaviotas. Nuestros resultados se corresponde con los
planteamientos de otros estudios, donde estas secuencias tipo raramente han sido
identificadas de cepas procedentes de muestras de humanos ni de pollos (Griekspoor et
al., 2010). En otros tipos de muestras, como agua de abasto a animales, se han aislado
cepas de C. jejuni con ST-179, aunque se ha relacionado la carga bacteriana presente en
estas aguas de estanques y lagos cercanos a sitios urbanos, a la presencia de aves
acuaticas, las cuales suelen vivir y alimentarse en estos lugares (Krawiec et al., 2017).
El complejo ST-1275 y ST-179 también se han descrito en Escocia, en un estudio
realizado con cepas de C. jejuni aisladas de varios ambientes (heces de humanos y aves
salvajes y muestras de alimentos procedentes de la carne de pollo) donde estos
complejos clonales se identificaron en cepas aisladas de aves salvajes principalmente
(Sheppard et al., 2009). En nuestro estudio, en cada especie de ave salvaje se observo
predominio de una ST en especial, como fueron los casos de: la gaviota de Audouin y
algunas gaviotas de patas amarillas que llevan el complejo ST-1275, mientras que en las

palomas predominaban el complejo ST-45 y ST-179 y en cuervos el complejo ST-952.

Es importante destacar que en nuestro estudio el muestreo fue realizado en afos
diferentes. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran cierta relacion entre las
cepas aisladas de humanos y las cepas aisladas de pollos, asi como entre las diferentes
especies de aves salvajes entre si, sugiriendo cierta relacion entre algunos clones y el

hospedador.

Como es conocido, la campilobacteriosis es una infeccion autolimitada en la mayoria de
las personas que la sufren. A veces, sin embargo, perdura, volviéndose severa, por lo

que es necesario la administracion de terapia antimicrobiana (Aarestrup and Engberg,
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2001). En la actualidad, los antimicrobianos de eleccion son los macrélidos, como la
eritromicina y azitromicina, y en episodios mas agudos se suelen combinar con los
aminoglucésidos (Bolinger and Kathariou, 2017). Desgraciadamente, ha aumentado el
porcentaje de resistencia a los antibidticos de eleccion como la eritromicina (Bolinger
and Kathariou, 2017), aunque no en valores tan elevados como los mostrados ante las

quinolonas (Sierra—Arguello et al., 2016).

En nuestro estudio, los antimicrobianos que mostraron mayor porcentaje de resistencia
fueron las quinolonas, tetraciclinas y ampicilina; y en menor porcentaje los
aminoglucésidos, no encontrandose ninguna cepa resistente a fosfomicina,
cloranfenicol, amoxicilina-acido clavulanico e imipenem. El estudio de la sensibilidad
fue evaluada mediante el método de disco difusion. De esta manera se logrd observar el
comportamiento de sinergia entre algunos de los antimicrobianos (AMP-AMC), ademas
de que es una técnica facil tanto en el manejo como en la interpretacion de los
resultados, aunque algunos estudios consideren como mejor opcioén la microdilucion

(Lehtopolku et al., 2012).

Es importante destacar que el nivel de resistencia mostrado en las cepas aisladas de las
poblaciones de humanos y de pollos evidencié mayores porcentajes de resistencia que
los encontrados en las cepas aisladas de aves salvajes. Por décadas se ha reportado el
elevado porcentaje de resistencia que presentan las cepas de Campylobacter frente a
estos antimicrobianos tanto en cepas aisladas de muestras de pacientes como de pollos,
siendo estos ultimos los casos mas descritos (Wirz ef al., 2010). En nuestro estudio, se
observo resistencia frente a los mismos antimicrobianos que han alcanzado valores
elevados de resistencia en los ultimos afios (CIP, TET y AMP), donde los mayores
valores se reportaron en las cepas aisladas de muestras de pollos, seguido de las cepas
aisladas de muestras de humanos. Segun la relacién poblacional que se ha observado
entre las cepas aisladas de estos dos tipos de muestras, es evidente la estrecha relacion
que existe entre estos dos grupos. Aunque los antimicrobianos administrados en las
granjas de pollos analizadas en nuestro estudio no sean los administrados en la
terapéutica clinica, nos podemos plantear que existe un vinculo entre la administracion
de antibidticos a los pollos y la aparicidon de cepas resistentes a estos antimicrobianos en
humanos. Este mismo andlisis ha sido evidenciado por varios autores (Aarestrup and
Engberg, 2001; Pedersen and Wedderkopp, 2003). Segtin se describe en la literatura no
fue hasta 2006 que se prohibié en la UE la administracién de antimicrobianos como
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promotores del crecimiento animal (http://www.vmd.gov.uk/fsf/antimicrobial agp
.aspx), los cuales son analogos a los utilizados en la terapéutica clinica. Los antibioticos
mayormente utilizados en la terapéutica avicola en la actualidad son danofloxacina y
defloxacina pertenecientes a la familia de quinolonas, varias tetraciclinas, varios
macroélidos incluidos dos derivados de la eritromicina y numerosos aminoglucosidos

(Wimalarathna et al., 2013).

En el caso del bajo porcentaje de resistencia a antibidticos que presentaron las cepas
aisladas de muestras de aves salvajes en nuestro estudio puede estar relacionado con la
no administracion de antibidticos a esta poblacion. En el caso de las cepas aisladas de
aves salvajes que si mostraron resistencia a antibidticos, una de las posibles causas
podria ser la convivencia de estas aves en ambientes urbanos y por lo tanto la
posibilidad de la adquisicion de genes de resistencia a antibidticos (Waldenstrom et al.,
2005). Varios estudios demuestran el elevado nimero de cepas MDR aisladas de aves
salvajes, las cuales no son tratadas representando un alto riesgo de contaminacioén para
el ambiente, que se ve reflejado en la contaminacion en las granjas, lo que conlleva a un
problema de salud para los humanos (Nelson et al., 2007; Luangtongkum et al., 2009;
Krawiec, Wozniak-Biel, et al., 2017).

En el caso de la resistencia a tetraciclina, los porcentajes de resistencia obtenidos de las
cepas aisladas de pollos y humanos concuerdan con los obtenidos en otros estudios. En
un estudio realizado con cepas aisladas de pollos y ganado se ha relacionado el aumento
de la resistencia a tetraciclina en la poblacion humana debido al consumo de carne
procedente de ganado vacuno (Webb et al., 2018). También se plantea que la resistencia
a tetraciclina es alta en cepas aisladas de muestras de pollo, valores que van aparejados
con los que se demuestran en las cepas aisladas de humanos (Sierra-Arguello et al.,

2015).

Por otro lado, la resistencia a fluoroquinolonas y a acido nalidixico presente en C. jejuni
ha sido ampliamente descrita, tanto en cepas aisladas de humanos como de origen
animal (Nelson et al, 2007). Aunque existen varios reportes de la resistencia a
fluoroquinolonas, todavia se receta este farmaco para las diarreas del viajero o como

tratamiento profilactico (Taylor et al., 2017).

En cuanto a la resistencia a aminoglucosidos, pudimos observar que las tres poblaciones
presentaron valores similares, el 4.6% y 7.3% de los aislados fueron resistentes a
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kanamicina y estreptomicina, respectivamente, mientras que solo una cepa aislada de
muestra de humanos fue resistente a gentamicina. La resistencia frente aminoglucosidos
fue mayor en las cepas aisladas de muestras de pollos. Esto se corresponde con varios
de los estudios donde se ha planteado el incremento de la resistencia en cepas de
C. jejuni aisladas de pollos de engorde en los ultimos afios, donde se asocia el
incremento de la resistencia a gentamicina debido al uso de este antimicrobiano en
China, como uno de los antimicrobianos introducidos en la dieta para el tratamiento de
enfermedades en los pollos, lo cual, segin sus autores, estd comprometiendo la eficacia

de este antimicrobiano en la terapéutica clinica (Yao et al., 2017).

En nuestro estudio todos los aislados fueron sensibles a amoxicilina-acido clavulanico,
imipenen, eritromicina, cloranfenicol y fosfomicina. No se han descrito cepas de
C. jejuni resistentes a imipenem, por lo que se considera un candidato para el
tratamiento en casos complicados (Hakanen et al., 2003). Sin embargo, si existen
estudios en los que se ha evidenciado la resistencia a AMC en cepas aisladas de

humanos y pollos (Abay et al., 2014), aunque no es muy frecuente.

Aunque en nuestro estudio todas las cepas fueron sensibles a eritromicina y
cloranfenicol, existen estudios donde se ha reflejado resistencia en cepas de
Campylobacter frente a estos antimicrobianos. Ambas resistencias han sido detectadas
mayoritariamente en cepas de C. coli (Wang and Taylor, 1990a; Florez-Cuadrado ef al.,
2017). Aunque en valores muy bajos también se ha documentado la resistencia a
eritromicina en cepas de C. jejuni (Florez-Cuadrado et al., 2017). Esta resistencia a
eritromicina también ha sido documentada en cepas aisladas de muestras de carcasas de

pollos (Sierra—Arguello et al., 2016).

El cloranfenicol ya no se utiliza en la terapia antimicrobiana en humanos por sus efectos
secundarios, pero se sigue observando resistencia a cloranfenicol en cepas aisladas de
muestras de humanos (Yang et al., 2017), lo que se podria relacionar al consumo de
carne de pollo, pues en cepas aisladas de estas muestras si se ha evidenciado resistencia

a cloranfenicol (Kashoma et al., 2016).

Como se menciond anteriormente la resistencia a fosfomicina en Campylobactrer es
muy poco frecuente, datos que se correlacionan con nuestro estudio. Aunque
recientemente en un estudio realizado en México con cepas de C. jejuni aisladas durante
el ano 2013 de pacientes que sufrieron gastroenteritis en 10 laboratorios diferentes, el
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20% de las cepas de C. jejuni resultaron presentar resistencia a fosfomicina. Este
elevado porcentaje comparado con los casi nulos de la mayoria de otros estudios no se

explica al no disponer de datos clinicos (Novoa-Farias et al., 2016).

La multirresistencia (MDR), definida como resistencia a tres o mas familias de agentes
antimicrobianos (Magiorakos et al., 2011), es un fendbmeno comun que se ha ido
incrementando en todo el mundo en cepas de Campylobacter aisladas de diferentes
habitats (Giacomelli et al., 2014). En nuestro estudio, el 49.3% de los aislados fueron
MDR, el perfil de resistencia mas frecuente fue TET-NAL-CIP-AMP (40%),
representado por cepas aisladas de muestras humanas y de pollos (23.3%). También en
estudios realizados con cepas de C. jejuni 'y C. coli aisladas de muestras de carcasas de
carne y de leche en Tanzania se observaron patrones de multiresistencia donde la
resistencia mayormente encontrado fue ante los antibidticos: AMP (63%)-CIP(9%)-
TET(18%) (Kashoma et al., 2016). Por su parte, otros estudios plantean que en cepas de
Campylobacter aisladas de cerdos y terneros los principales patrones de resistencia a
antibiodticos son frente a ciprofloxacina y tetraciclina (CIP-TET) (Wieczorek and Osek,
2017) y en estudios realizados con cepas aisladas de pollos de engorde en China el
patron de multiresistencia mayoritario ha sido CIP+TET+CHL, unido a la resistencia a
eritromicina en el caso de C. coli (CIP+TET+CHL-ERY) y a aminoglucésidos, como
gentamicina y kanamicina, en el caso de C. jejuni (CIP+TET+CHL-GEN-KAN) (Li ef
al.,2017).

En nuestro estudio, solo cuatro aislados de muestras de aves salvajes presentaron MDR,
tres cepas con TET-NAL-CIP-AMP como perfil de resistencia y una cepa con el perfil
TET-NAL-CIP-STR-KAN. Segin los estudios realizados en palomas salvajes y
domésticas se han observado que mas de la mitad de las cepas de C. coli aisladas fueron
resistentes a eritromicina y a estreptomicina, y que el 40% present6 MDR mostrando un

perfil de TET-AMP-AMOX (Dudzic et al., 2016).

En nuestro estudio se muestra la alta variabilidad en perfiles de resistencia a antibidticos
entre aislados cercanamente relacionados (ST), por lo que hay cepas muy relacionadas y
que no comparten el perfil de MDR. También, observamos que hay cepas no
relacionadas (con diferente ST), y que son MDR, presentando el mismo perfil. Estos
resultados nos muestran la alta capacidad de adquisicion de genes de resistencia que

poseen las cepas estudiadas y/o la elevada frecuencia de mutaciones que pudieran
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ocurrir. También este hallazgo evidencia que en un mismo ST, o complejo clonal, las

cepas pueden no tener los mismos patrones de resistencia a antibidticos.

Como se ha evidenciado a lo largo del estudio una cepa con un mismo ST puede estar
colonizando diferentes habitats, como es el caso de las cepas que presentaron el mismo
ST en las tres poblaciones (ST-45, ST-48 y ST-354). Sin embargo, solamente en las
cepas aisladas de muestras de humanos y de pollos el perfil de resistencia M fue el mas
prevalente, mientras que en las cepas aisladas de muestras de aves salvajes ademas del
perfil M, se observaron los perfiles A, B e I, los cuales estaban compuestos por cepas no

MDR.

Evidentemente la descripcon de cepas MDR, hace imprescindible determinar si esta
MDR se debe a la presencia de varios mecanismos de resistencia. Para ello, se quiso
detectar la presencia de los mecanismos de resistencia descritros hasta ahora en la
literatura (Wieczorek and Osek, 2013), y mas especificamente aquellos que son
potencialmente transferibles. Fenomenos como la transferencia horizontal de genes y la
expansion clonal estdn fuertemente involucrados en la diseminacion de estos genes de
resistencia en C. jejuni, lo cual provee una capacidad de adaptacion ante la terapia

antibiotica (Yao et al., 2017).

La resistencia a ampicilina en algunas cepas de las tres colecciones, esta asociada con la
presencia del gen blaox-si-tyype (Kashoma et al., 2016). Este gen, generalmente, esta
codificado en el cromosoma de C. jejuni (Alfredson and Korolik, 2005). En el 87% de
las tres poblaciones se evidenci6 la presencia de blaoxy-s;-type, mostrandose la presencia
en todas las cepas resistentes a ampicilina aisladas de muestras de humanos y de pollos,
mientras que soélo se detectd en el 83% de las cepas aisladas de muestras de aves
salvajes. Sin embargo, la presencia de este gen por si solo no explica la resistencia a
ampicilina pues no so6lo se detectd en las cepas resistentes sind también en todas las
cepas sensibles aisladas de muestras humanas y de pollo, asi como en el 47% de las
cepas sensibles aisladas de muestras de aves salvajes. Similares resultados fueron
observados en otros estudios donde entre el 82 y el 93% de las cepas de C. jejuni eran
productoras de estas betalactamasas. Ademas no se observaron diferencias en la
resistencia a los betalactamicos testados en cuanto a las cepas productoras y no

productoras de betalactamasas (Lachance ef al., 1991).
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Otro de los genes identificados en nuestro estudio fue el gen blapx-is4-type €N tres cepas
aisladas de muestras de gaviota que pertenecen al mismo complejo clonal (ST-1275) y
que fueron aisladas del mismo sitio (Delta del Ebro), en el mismo afio (2010), pero que
no presentan patrones de campo pulsado idénticos, sind similares. Este gen blaox4-1s4, ha
sido identificado por otros autores en cepas de C. jejuni aisladas de cuervos (Weis et al.,
2016). Seglin estos autores, como hasta la fecha solo estaba presente en cuervos,
describieron que la presencia del gen blapyx, podia tener una relacioén con el hospedador.
Asi el gen blapyxy.1s34 €ra propio de cuervos, mientras que el gen blapys.¢; €ra mas comun

en cepas aisladas de cerdos y de primates (Weis ef al., 2016).

Tal como se ha comentado la presencia del gen blapxa no es suficiente para explicar la
resistencia a ampicilina. Un mecanismo asociado que se ha descrito es la transversion en
la region promotora del gen blapyxs.s; descrita por Zeng y colaboradores en 2014 (Zeng
et al., 2014). Del andlisis de la region del promotor del gen blapx-si-type €1 NUEStro
estudio, se observd que esta transversion de guanina a timidina se producia tanto en
cepas resistentes como sensibles, por lo que esta transversion G-T no parece ser la causa
que explique el distinto fenotipo de las cepas. Ademas, en dos cepas no fue posible
amplificar la region promotora del gen lo que puede indicar que existe heterogeneidad

en esta region de la secuencia.

Mediante WGS pudimos desglosar los distintos tipos de OXA-61 encontrados mediante
secuenciacion por Sanger (aunque solo en las cepas seleccionadas para el estudio de
NGYS), observando una mayor variabilidad de ellas (blapx.iss5, blaoxs-447 5 blaoxs-aus,
blaoxi.149 Y blaoxs.465) ademds del gen blapxs.;s4, hecho que discrepa del descrito por
por Giggs y colaboradores (Griggs et al., 2009), donde un 90% de las cepas presentaron
la OXA-61, cepas todas ellas provenientes de pollos o de Weis y colaboradores que
describieron la presencia de los genes blapxss; y blaoxs.1s4 €n cepas aisladas de

animales, tanto salvajes como de engorde (Weis ef al., 2016).

Por ultimo, y a fin de encontrar otros mecanismos que justificaran la resistencia a la
ampicilina, se quiso determinar la presencia de betalactamasas de amplio espectro tipo
SHV y TEM, tan frecuentes en enterobaterias. S6lo en una cepa detectamos la presencia
de SHV-1, pero esto pone de manifiesto la habilidad de este patdgeno en captar genes
de resistencia proveniente de otros microorganismos descrita por otros autores (Gardner

and Olson, 2012).
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Asi pues el mecanismo de resistencia a ampicilina no ha quedado caracterizado. La
resistencia podria deberse también a la existencia de bombas de expulsion, como la
descrita por otros autores (Iovine, 2013), CmeABC, la cual contribuye a la expulsion
del antibidtico. Esta bomba es un sistema de expulsion energia dependiente, la cual
contribuye a la resistencia intrinseca de Campylobacter a varios antimicrobianos como
son las quinolonas, macrdlidos, betalactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol y
aminoglucésidos, cuyos mecanismos, como veremos mas adelante tampoco quedaron

bien definidos.

Otros de los antibidticos que mostraron los mayores porcentajes de resistencia fueron
las quinolonas (NAL y CIP). Como se evidencid en nuestro caso en varios estudios se
demuestra la elevada prevalencia de la resistencia a ciprofloxacina y acido nalidixico
principalmente en cepas aisladas de muestras de pollos (Mathew et al., 2007). Varias
publicaciones han asociado el aumento de la resistencia de Campylobacter spp. a
fluoroquinolonas con la introducciéon de estos farmacos en la industria avicola,
principalmente de enrofloxacina, cuyo metabolito activo es ciprofloxacina
(EFSA/ECDC, 2012). El mecanismo de resistencia identificado en nuestro estudio fue
la mutaciéon Thr86lle, en la QRDR del gen gyr4, la cual confiere el fenotipo de
resistencia y es la mayormente descrita por ser la mutacion mas comun en las cepas de
Campylobacter (Payot et al., 2006). La mayoria de los estudios se enfocan en la
determinacion de esta mutacion para explicar las resistencias a ciprofloxacina y no hay
datos sobre la resistencia y mecanismos de resistencia a acido nalidixico (Ge et al.,
2003; Dionisi et al., 2004). En nuestro estudio el 100% de los aislados que fueron
resistentes a quinolonas presentaron esta mutacion. Sin embargo, cinco cepas aisladas
de muestras de humanos presentaron un patron CIP resistente y NAL sensible. Segun la
literatura, donde también se describe esta discrepancia, pues en general la resistencia a
acido nalidixico es predictivo de una futura resistencia a ciprofloxacina; la resistencia
pudiera deberse a la accion de sistemas de expulsion de energia dependientes unido a la
accion de las proteinas externas de membrana (Charvalos et al., 1995). Sin embargo,
otros estudios realizados en afios posteriores, han demostrado en cepas de C. jejuni
aisladas de muestras de pollos, que los niveles de expresion de CmeB y CmeC para CIP
resistente y CIP sensible han sido similares, descartando el papel de esta bomba en la

resistencia (Luo et al., 2003).

132



Otro resultado interesante en nuestro estudio fue la obtencion de una cepa CIP sensible
y NAL resistente (W41), lo cual se ha descrito con una baja frecuencia. Por ejemplo, en
el 18% de las cepas de C. jejuni aisladas de heces de pacientes pedidtricos en Espaia,
todas mostraron resistencia a NAL, mientras que solo un 15% de ellas la presentaron a
CIP (Reina et al., 1994). También en el ambito animal, este fendmeno se ha identificado
en cepas de C. jejuni aisladas de pollos y cerdos en un estudio realizado en Espana. El
mecanismo involucrado segun sus autores se corresponde con mutaciones en el gen
gyrA (Saenz et al., 2000), siendo la mutacion Thr86Ala la que condiciona este fenotipo

(Jesse et al., 2006).

Por otra parte, los genes de resistencia a quinolonas contenidos en plasmidos, gnr,
aislados de varias especies de enterobacterias, no se encontraron en los aislados de
Campylobacter analizados en nuestro estudio. Estos resultados lo apoyan estudios
donde se confirma la ausencia de estos genes gnr en las cepas de Campylobacter que

han sido analizadas (Chatzipanagiotou et al., 2005).

La resistencia a tetraciclinas en C. jejuni es una problematica que viene sucediendo
desde hace décadas (Alfredson and Korolik, 2007; Friis et al., 2007; Albert et al.,
2009). Los elevados valores de resistencia obtenidos en este estudio en las cepas
aisladas de muestras de pollos de engorde (96%) y en las cepas aisladas de muestras de
humanos (88%), se corresponden con los mostrados por varios autores (Mazi et al.,
2008; Deckert et al., 2010). Segun EFSA, en 2012 reportd esta problematica en Espatia,
donde el 85% de aislamientos de C. jejuni presentaron resistencia frente a la tetraciclina
(EFSA/ECDC, 2012). También en estudios realizados en la India con cepas aisladas de
carne de pollo se reportd que el 59.4% de las cepas de C. jejuni presento resistencia a

tetraciclina (Khan et al., 2018).

En nuestro estudio se identifico6 que el mecanismo de resistencia a tetraciclina en la
mayoria de las cepas esta mediado por la accion del gen fetO, el cual estuvo presente en
las tres poblaciones de estudio, tanto en cepas con fenotipo resistente como sensibles.
En otros estudios se ha evidenciado la prevalencia de este gen en cepas de C. jejuni de
origen vacuno donde el 99% de las cepas resistentes a tetraciclinas eran portadoras del

gen (Webb et al., 2018).

En nuestro estudio, la prevalencia del gen tetO en las cepas provenientes de aves

salvajes fue mas baja que la obtenida en las cepas de humanos y pollos. Esta baja
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prevalencia de tetO en cepas aisladas de aves salvajes se ha evidenciado en otros
estudios (Waldenstrom et al., 2005). Esto puede deberse a la naturaleza del habitat de
estas aves, las cuales al ser de vida libre no estan sujetas a dietas donde suele
suministrarse este antibidtico. Sin embargo, en las cepas que si contenian el gen tetO
(68%), pudiera deberse a la plasticidad caracteristica de este gen, ya que al encontrarse
en un plasmido conjugativo, en la mayoria de los casos, facilita su diseminacioén entre

cepas, lo cual facilita su llegada a diferentes nichos ecoldgicos (Avrain et al., 2004).

Como ocurrié en el caso de la presencia del gen blaoyisiype €n €l estudio de
determinacion de mecanimos involucrados en la resistencia a ampicilina, tanto las cepas
con fenotipo resistente como sensible a tetraciclina presentaron el gen tetO. Este
fenémeno se ha identificado también en otros estudios donde se han analizado la
resistencia de cepas de C. jejuni y C. coli aisladas de muestras de pollos y pavos, donde
el 100% de los aislamientos de pollos y el 71% de los de pavos presentaban el gen terO,
mientras que cinco cepas aisladas de pavos y tres de pollos eran sensibles a tetraciclina,
aun conteniendo el gen (Woniak-Biel et al., 2017). Se ha planteado que esto pudiera
deberse a que el gen fetO estuviese inactivado o simplemente no se haya expresado
(Obeng et al., 2012). Este mismo autor reportd que el 3.8% de las cepas de C. jejuni

aisladas de muestras de pollos sensibles a tetraciclinas presentaron el gen fetO.

Otro fenémeno que suele ocurrir es lo reportado por Pratt y Korolik donde de todas las
cepas resistentes a tetraciclina en su estudio solo se logro detectar el gen tetO, mediante
PCR, en el 97% de los aislados analizados, mientras que por Southern blot las cepas
PCR negativas si contenian el gen, lo cual demuestra la variabilidad en las secuencias
de tetO (Pratt and Korolik, 2005). En nuestro estudio, en la determinacion del gen fetO,
la cepa W12 no amplifico mediante PCR y tampoco se observo presencia de banda
mediante Southern blot, por lo que el mecanismo de resistencia a tetraciclina en esta

cepa resistente puede estar determinado por otras causas.

Otros autores plantean que por la actuacion del gen tetd, el cual codifica para una
proteina de accion de bomba de expulsion, se podria potenciar el fenotipo resistente a

tetraciclina (Abdi-Hachesoo et al., 2014) e incluso determinarlo.

En nuestro estudio en las cepas aisladas de humanos y pollos todos presentaron el gen
tetA, por lo que esta teoria no explica el porqué de las cepas con fenotipo sensibles

presentan los dos genes (tetO y tetA). Aunque en la poblacion de aves salvajes en tres
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cepas ocurrid diferente. Se encontrd en dos cepas con fenotipo sensible a tetraciclina la
presencia del gen fetO y no de tetd, mientras que en otra cepa (W12) con fenotipo

resistente a tetraciclina no se identificé zetO vy si tetA.

Todos estos resultados nos indican que existe otro u otros mecanismos de resistencia a
tetraciclina presente en las cepas de nuestro estudio como pudiera ser la expresion del
gen fetO, o la accién de la bomba de expulsion CmeABC. Solo en una cepa de ave
salvaje (W12) este planteamiento no se cumple, aunque el mecanismo pudiera estar
relacionado con la presencia del gen tet4 (identificado) y/o la accion de la bomba de
expulsion, la cual se ha demostrado que actiia en sinergia con otros mecanismos (lovine,

2013), dando lugar también a la multiresistencia.

La importancia de conocer la localizacién de estos genes de resistencia radica también
en el rol que desempefian en la diseminacion de la resistencia. El gen tetO se ha
localizado en plasmidos conjugativos (Wieczorek and Osek, 2013), y en nuestro estudio
en 29 casos el gen tetO se encontré en un plasmido. Se ha descrito que la localizacion
no tiene ya mucha importancia, pués se ha demostrado que la localizaciéon cromosémica
se debe a la integracion de parte de plasmidos de resistencia producto de conjugacion

entre cepas de la misma especie (Pérez-Boto ef al., 2014).

Por otro lado, los genes que estuvieron involucrados en la resistencia a G, K y S
detectados dentro de un pool de genes analizados en este estudio fueron ant(6)-la y
aph(3’)-Illa. Estos genes se corresponden con los mecanismos de resistencia a
aminoglucoésidos identificados en cepas de C. jejuni en otros estudios (Qin et al., 2012;

Zhao et al., 2015).

Con respecto a la resistencia a gentamicina, solamente fue detectada en un aislado
procedente de muestra humana. Este hallazgo se corresponde con otros estudios donde
la resistencia a gentamicina en cepas de C. jejuni aislado de pacientes han sido muy
bajos (Pérez-Boto et al., 2013; Duarte et al., 2016), en comparacion con los elevados
valores mostrados en las cepas aisladas de muestras de pollos (25% de 59 cepas) y
cerdos (22.2% de 37 cepas (Séenz et al., 2000). En este mismo estudio, realizado en
Espana, se plantea que la alta resistencia a gentamicina en las cepas de C. coli,
principalmente aisladas de pollos, se debe al uso en veterinaria del aminoglucésido
apramicina. En estos estudios coincidi6 en que el mecanismo de resistencia identificado

en estas cepas resistentes a gentamicina fue la presencia del gen aac(3')-1V, la cual es
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una acetiltransferasa que confiere resistencia a apramicina y gentamicina (Salauze ef al.,
1990). Sin embargo, en nuestro estudio no obtuvimos ninguna cepa aislada de muestras

de pollos resistente a gentamicina.

La resistencia a kanamicina en nuestro estudio se vinculd con la presencia del gen
aph(3’)-Illa. Este gen ha sido frecuentemente asociado a la resistencia a kanamicina en
cepas de C. coli (Rivera et al., 1986). Ademas, ha sido relacionado con la presencia del
gen tetO, confiriendo a las cepas que lo presentan fenotipo resistente a tetraciclina y a
kanamicina. Estos dos genes se han ubicado formando parte de un plasmido de entre 41
y 132 kb y los autores han planteado que una vez que el gen de resistencia a kanamicina
penetra en la célula se integra al plasmido (conteniendo el gen tetO) residente

(Tenover and Elvrum, 1988).

En el caso del gen ant(6)-Ia o aadE, identificado en nuestras 14 cepas resistentes a
estreptomicina se ha vinculado a la resistencia a estreptomicina en otros estudios en
cepas de C. jejuni aisladas de muestras de pollos (Cantero ef al., 2017). También este
gen se ha reportado en cepas de C. fetus con caracter transmisible a otras cepas del
mismo género (Abril ef al., 2010). Interesantemente este gen se encuentra
frecuentemente en microorganismos grampositivos como Staphylococcus spp. 'y
Streptococcus spp., lo cual evidencia el caracter promiscuo de las cepas de

Campylobacter en la adquisicion de genes (Abril ef al., 2010).

En el caso de las tres cepas (H50, B36 y B44) que fueron resistentes a estreptomicina y
no se detectd la presencia de ninguno de los genes estudiados puede deberse a la
presencia de otro gen que confiera modificacion enzimatica no analizado o a la
presencia de sustituciones en la proteina RpsL, las cuales se han descrito en C. coli
(Lys43Arg y Lys88Arg) (Olkkola ef al., 2010, 2015). Es importante destacar que en

nuestro estudio s6lo hemos detectados en dos casos el gen contenido en plasmidos.

En general, el mecanismo de resistencia a aminoglucosidos en nuestro estudio fue
mediante inactivacion enzimdtica en la generalidad de las cepas resistentes a
gentamicina, kanamicina y estreptomicina. Sin embargo, en las cepas resistentes en las
que no fue posible determinar el mecanismo presente puede deberse a la accion de
bombas de expulsion o a otros genes de resistencia no descritos como hemos comentado

para la resistencia a betalactamicos o tetraciclinas.
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Otro hallazgo importante fue que debido al analisis por WGS de algunas cepas, dentro
de ellas algunas sensibles a aminoglucosidos, se identificaron cepas que presentaron los
genes ant(6)-la y aph(3’)-Illa, lo que demuestra que el fenotipo de resistencia no se

debe a la presencia/ausencia del gen sino a los niveles de expresion del mismo.

Para el caso de los genes de resistencia a aminoglucoésidos, en los que fue posible
determinar su localizacion, se ubicaron en plasmidos. Estos resultados se corresponden
con los descritos por otros autores, donde plantean que los genes de resistencia a
aminoglucoésidos estan localizados en plasmidos conjugativos (Ghotaslou et al., 2017).
De aqui su facil adquisicion y diseminacion entre las especies de Campylobacter y con

microorganismos grampositivos.

Como se ha dicho, C. jejuni representa un importante problema de salud publico y
socioecondmico a nivel mundial (Karp et al., 2017). No todas las rutas de infeccion y
transmision han sido identificadas y por lo tanto se tiene un limitado progreso en la

reduccion de esta patologia (Carrillo ef al., 2012).

Dentro de la Nueva era de la Secuenciacion (NGS) se han introducido técnicas para el
estudio del contenido genético total de las bacterias. Una de estas técnicas es el WGS, la
cual ha demostrado capacidad para determinar con alta especificidad y precision el
contenido genético presente en la bacteria (Zhao ef al., 2016). Con la utilizacion de esta
herramienta se ha podido estudiar con mayor profundidad el contenido genético de la
bacteria, ayudado por el core genome (cgMLST) y el whole genome (wgMLST)
(Cody et al., 2017).

Segun los resultados obtenidos en este estudio mediante la utilizacion de las técnicas de
tipaje como el PFGE y el MLST, asi como la determinaciéon de mecanismos de
resistencia mediante métodos convencionales nos ha permitido identificar la asociacion
que existe entre las cepas aisladas de muestras de humanos y las aisladas de muestras de
pollos, segin la estructura poblacional que presentan las mismas. Mediante la
utilizacion de estas técnicas convencionales se observo la marcada diferencia que
presentan estas dos poblaciones de cepas con las cepas aisladas de muestras de aves
salvajes, lo que nos sugiere la distancia existente entre este grupo de cepas aisladas de
aves salvajes con las que habitan y colonizan en humanos y pollos, respectivamente.
También se pone de manifiesto la cercania clonal y poblacional que existe entre las

cepas que habitan cada especie de ave salvaje destacando las cepas aisladas de muestras
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de cuervos (clon 4 con ST-8513), de gaviotas (clon 2 y ST-4355) y por ultimo en
palomas (clon 3 y ST-45), ademas de observarse entre cada especie una homologia

mayor del 65% y complejos clonales descritos e identificados solo en estas especies.

A pesar de todos estos hallazgos, la epidemiologia molecular de cada cepa se podria
analizar de una manera mas profunda y se obtendrian resultados con datos mas precisos
si se utiliza la técnica del Whole Genome Sequence (Clark et al., 2016). Algunos
estudios plantean que solamente con la utilizacion de esta técnica es suficiente para dar
un diagnoéstico completo del contenido genético de una bacteria de interés clinico, eso
si, de forma rapida y con altos valores de especificidad y precision. Aunque se es
consciente de que la interpretacion de los datos requiere de conocimientos
bioinformaticos (Hasman et al., 2014). Ademas, la tradicional secuenciacion por el
método Sanger y los métodos moleculares permiten un pesquizaje para un limitado
nimero de genes de resistencia a antibidticos mientras que mediante WGS se tienen
datos a cerca de cualquier gen de resistencia o mutacion presente. Ademads esta
informacion obtenida del WGS puede ser analizada para crear un perfil de resistencia

antimicrobiana inferido genotipicamente (Ellington et al., 2017).

Nuestros resultados de las 48 ceppas analizadas por WGS fueron analizados mediante la
utilizacion de la herramienta BioNumerics v7.6.3 (Applied Maths). De acuerdo con los
resultados obtenidos en los ST del MLST se observaron diferencias. Las mismas se
deben a la utilizacion de diferentes bases de datos para la obtencion del MLST. En
nuestro caso se utilizd6 para el analisis el PubMLST mientras que el software
BioNumerics v7.6.3 cuenta con su propia base de datos, actualizable en cada edicion de

la misma. Esto seria una limitante si solo se contara con la informacion de este software.

En las cepas que contenian igual ST se observd mediante un minimum spannig tree con
la informacion del wgMLST que estaban fuertemente relacionadas, y ademas que existia
una estrecha relacion entre las cepas aisladas de humanos y las aisladas de pollos. Las
distancias alélicas no fueron determinantes para separar las cepas aisladas de estos dos
habitats, aunque tampoco demostraron tanta homologia como en los casos de brotes. Lo
que demuestra que, aunque sea mayor el nimero de alelos a comparar, la relacion entre

las cepas aisladas de humanos y las de pollos se mantiene estrechamente cercana.

La importancia del andlisis de las distancias alélicas con la informacion brindada

mediante WGS radica en la determinacion de brotes donde las cepas se agrupan en
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clusters o se disgregan hasta evidenciar su separacion poblacional. Este planteamiento
se ha demostrado, por ejemplo, con cepas del ST-45, donde mediante wgMLST se
lograron ubicar a las cepas analizadas en diferentes clusters, diferentes a los que se
habian establecido en el estudio utilizando metodologias convencionales

(Cody et al., 2013).

Como se mencionaba al inicio de esta discusion la campilobacteriosis se ha convertido
en un problema de salud mundial, y esto es debido a la elevada resistencia a los
antimicrobianos que se utilizan en la clinica. La efectividad en la determinacion de los
mecanismos y genes involucrados en la resistencia antimicrobiana ha aumentado con la
ayuda de WGS (Fournier et al., 2014). En nuestro estudio los genes de resistencia a
antibidticos identificados utilizando la informacion de WGS mediante la utilizacion de
Center for Genomic Epidemiology (Resfinder) se correspondieron entre un 89 y un
100% a los genes identificados mediante PCR y secuenciacion Sanger. La principal
correlacion que se observo fue la correspondencia entre la presencia de estos genes (de
resistencia a aminogluco6sidos) o mutaciones (en el caso del gen gyrd) y el fenotipo
resistente de las cepas que lo contenian. Similares resultados fueron obtenidos en un
estudio, donde se encontr6 una correlacion genotipica y fenotipica del 100% en la
resistencia a tetraciclina y ciprofloxacina y acido nalidixico, mientras que valores de
entre el 95 y el 98% fueron encontrados para la resistencia a gentamicina

(Zhao et al., 2016).

En base a nuestros resultados y aceptando las ventajas del WGS es evidente la
importancia del software de andlisis de los datos. Existen estudios con cepas de
Campylobacter que se han realizado solamente con la utilizacion de WGS, mientras que
otros estudios se han enfocado en la obtencion de sus resultados utilizando las dos
herramientas, técnicas convencionales y WGS. Como ejemplo de ellos se han realizado
estudios para identificacion de cepas comparando MALDI-TOFF y WGS (Lawton et al.,
2018), otros para la obtencion del perfil protedomico de Campylobacter (Clark et al.,
2018) y también se han realizado estudios epidemioldgicos por MLST utilizando nuevas
herramientas de determinacion de SNP (Katz et al, 2017) o simplemente con la

utilizacion del MLST convencional (Kovanen et al., 2014).

Todos estos estudios se apoyan en la utilizacion del WGS para conocer la profundidad

de las relaciones existentes entre las cepas a analizar o para la obtencion del perfil
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completo de proteinas o del wgMLST, o sencillamente para confirmar una relacion que
se ha identificado mediante una técnica convencional como puede ser el PFGE (Lahti et
al., 2015), aunque no dejan de plantear lo complejo de la interpretacion de los

resultados ademas de la experiencia requerida y el software de analisis necesario.

Por otro lado, aprovechando la NGS también se pudo determinar la presencia de
distintos factores de patogenicidad. Los genes cadF, ciaB, htrA y el operén cdtABC,
que codifica proteinas que se supone que participan en la adherencia bacteriana, la
invasion de células epiteliales y la produccion de toxinas, son altamente prevalentes
entre las cepas de Campylobacter (Dasti et al., 2010; Schnee and Petri, 2017). Se ha
detectado una correlacion entre ciertos perfiles de factores de virulencia y ST
especificos, que pueden tener implicaciones ecoldgicas. Por ejemplo, nuestros datos
indican una gran diversidad en alelos cdt4 entre cepas de aves silvestres en
comparacion con cepas de pollos de engorde y humanos, lo que sugiere que la
colonizacion de hospedadores especificos podria ser promovida por ciertas variantes de

CdtA.

A pesar de toda la informacién que hemos obtenido con la utilizacion de WGS y los
aspectos importantes encontrados en la caracterizacion de los mecanismos de resistencia
y factores de virulencia presentes en nuestras cepas, €s necesario conocer en mayor
profundidad los genomas bacterianos y su correlacion con el fenotipo para poder
establecer con mayor precision el fenotipo de resistencia y de virulencia a partir del
genotipo, los cuales van més alld de la simple presencia de un gen descrito. Esta técnica
no nos brinda informacion suficiente para la determinacién de un mecanismo de
resistencia. Tampoco nos permite conocer el fenotipo ni las relaciones de sinergia que
se observaron en el método de disco difusion para la determinacion de la sensibilidad a

antibioticos.
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La técnica optima para el analisis clonal de Campylobacter jejuni mediante PFGE
es el analisis del patrén obtenido con la suma de los perfiles de restriccion de
Smal y Kpnl.

Mediante la doble restriccion se observd una gran variabilidad clonal,
obteniéndose de las 146 cepas analizadas 137 pulsotipos; cuatro de los cuales
representaron clones que incluian entre 2 y 6 cepas. De los 4 clones, solo se
encontraron datos epidemioldgicos que relacionaran las cepas en el clon 1, que
correspondid a una contaminacion de 6 pollos de engorde procesados en un
mismo matadero.

En las 150 cepas analizadas, se obtuvieron 64 ST, agrupadas en 21 complejos
clonales y 12 singletons. En este estudio se describieron por primera vez cinco
nuevos alelos (g/lnA-619; gltA-526; glyA-690; pgm-859 y uncA-544) todos
incluidos en la cepa W53, y seis nuevos ST: ST-8479 en humanos, ST-8498 en
pollos, y ST-8511, ST-8512, ST-8513 y ST-8514 en aves salvajes.

De las 64 ST, 16 fueron exclusivamente encontradas en muestras aisladas de
humanos, 14 en pollos y 21 en aves salvajes. Diez se encontraron tanto entre las
muestras aisladas de humanos como en las de pollos, y sélo tres estuvieron
presentes en las tres poblaciones del estudio (ST-45, ST-48 y ST-354).

Del anilisis clonal y filogenético se desprendieron dos agrupaciones: una mixta
formada por cepas humanas y de pollos de engorde, y otra que comprendia
distintos grupos con sélo cepas de aves salvajes.

En C. jejuni se observdo un 71.3% de resistencia a tetraciclina, un 67.3% a
ciprofloxacina, un 64.6% a acido nalidixico y un 63.3% a ampicilina, ademas de
casos esporadicos de resistencia a aminoglucosidos (7.3%).

Las cepas aisladas de pollos fueron las mas resistentes (74% a 98%), seguidas de
las cepas aisladas de humanos (78%-88%), mientras que en las cepas aisladas de
aves salvajes, el porcentaje de resistencia fue menor, oscilando entre el 16% y
36%.

La multiresistencia también estuvo presente en un 58.2%, siendo el patron mas

frecuente la resistencia a ampicilina, ciprofloxacina y tetraciclina.
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11.

12.

Los genes de resistencia a los antimicrobianos descritos, tetO/tetA y blaox-ype, NO
fueron el Unico mecanismo de resistencia a tetraciclina y ampicilina,
respectivamente. Por otra parte, la resistencia a ciprofloxacina se debid a la
mutacion Thr86lle en el gen gyrd, y la resistencia a aminoglucésidos, en la
mayoria de los casos, a la presencia de los enzimas modificadores (AME).

La técnica de WGS, en un sbélo experimento, permitid caracterizar la relacion
clonal y filogenética de las cepas de Campylobacter. Los resultados obtenidos
estuvieron en concordancia con los resultados del PFGE y la determinacion de la
secuencia tipo.

Los resultados del analisis de WGS requierieron del uso de varios métodos, pues
en nuestro estudio se encontraron discrepancias entre el analisis mediante
pubmlst.org y el anélisis con BioNumerics v7.6.3, tanto en la numeracion de los
alelos como en la de los ST.

La deteccion de los genes implicados en la resistencia a los antibioticos fue mas
eficaz mediante WGS porque se obtuvo la totalitad de los genes descritos en una
sola reaccion de secuenciacidon, aunque no estuvieron presentes en el fenotipo.
Ademéds, esto permite el reandlisis de las secuencias si surgiese un nuevo

mecanismo, siempre y cuando se mantuviese la base de datos.
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The optimal technique for the clonal analysis of Campylobacter jejuni by PFGE is
to analyze the pattern obtained from the sum of the Smal and Kpnl restriction
profiles.

The double restriction revealed a high clonal variability: 137 PFGE types were
obtained from the 146 strains analyzed, 4 of which represented clones of 2 to 6
strains. Epidemiological data for the 4 clones only related the strains of clone 1,
which corresponded to a contamination of 6 broilers processed in the same
slaughterhouse.

The 64 sequences types (STs) obtained from the 150 analyzed strains were
grouped in 21 clonal complexes and 12 singletons. In this study five new alleles
belonging to the W53 strain (glnA-619; gltA-526; glyA-690; pgm-859 y uncA-
544) and six new STs (ST-8479 in humans, ST-8498 in broilers, and ST-8511,
ST-8512, ST-8513 and ST-8514 in wild birds) are described for the first time.

Of the 64 STs, 16 were exclusively found in samples isolated from humans, 14 in
broilers and 21 in wild birds. Ten STs were observed in both human and broiler
samples, and only 3 were found in all three populations (ST-45, ST-48 and ST-
354).

Two groups were described from the clonal and phylogenetic analysis: one mixed
group formed by human and broiler strains, and another one comprising different
subgroups with only strains from wild birds.

Among the C. jejuni strains, 71.3% resistance to tetracycline was observed, 67.3%
to ciprofloxacin, 64.6% to nalidixic acid and 63.3% to ampicillin. Sporadic cases
of resistance to aminoglycoside (7.3%) were also found.

Strains isolated from broilers were the most resistant (74%-98%), followed by
those from humans (78%-88%) and finally, to a much lesser extent wild birds
(16%-36%).

Multidrug resistance was also present in 58.2% of all resistance strains, the most

frequent pattern being resistance to ampicillin, ciprofloxacin and tetracycline.
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11.

12.

The described antimicrobial resistance genes, tetO/tetA and blaoy..iype, are not the
only mechanism of resistance to tetracycline and ampicillin, respectively. The
resistance to ciprofloxacin is due to the Thr86lIle mutation in the gyrA gene, and
resistance to aminoglycosides was associated, in most cases, with the presence of
enzyme modifiers (AME).

The Whole Genome Sequencing (WGS) allowed the clonal and phylogenetic
relationship of Campylobacter strains to be characterized in a single experiment.
The results were in agreement with those of the PFGE and ST determination.

The WGS results need to be analyzed by several methods, since pubmlist.org and
the analysis by BioNumerics v7.6.3 gave discrepant results in the numbering of
alleles and STs.

Genes involved in resistance to antibiotics are more effectively detected by WGS
because all genes described are obtained in a single sequencing reaction, even if
they are not present in the phenotype. Moreover, the sequences can be re-analyzed

if a new mechanism arises, as long as the database is maintained.
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Anexo 1: Caracteristicas de las cepas aisladas de muestras de pacientes atendidos
en el Hospital de 1a Santa Creu I Sant Pau en el afio 2014 segun la edad y el género.

Cepa Edad (afios) Género
Ho1 28 F
HO02 1 M
HO03 3 M
HO04 2 M
HO05 1 F
HO06 1 M
HO07 14 M
HO08 2 F
HO09 0,09 M
H11 1 F
H12 77 F
H13 20 M
H14 2 M
H18 0,196 M
H19 14 M
H32 0,07 M
H33 17 M
H34 22 M
H35 73 M
H36 1 F
H37 45 M
H38 82 M
H40 25 F
H46 90 F
H48 1 M
H49 1 F
H50 3 F
H51 1 M
H52 1 F
HS53 1 M
H54 77 F
H56 2 M
H57 88 M
H58 15 M
H59 22 F
H60 3 M
H61 52 F
H62 0,09 M
H63 27 F
Ho4 76 F
H65 70 F
Ho66 6 M
Ho67 29 F
Ho68 29 F
H69 59 M
H70 62 M
H71 25 F
H72 60 M
H73 5 M
H74 0.58 F

F: femenino; M: masculino

Los aislados no fueron escogidos en contexto de brote, por lo que durante el
afio 2014 los aislados escogidos fueron de pacientes no relacionados entre
ellos.
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Anexo 2: Caracteristicas de las cepas aisladas de muestras de pollos segiin su
ubicacion en granjas y lugar de procesamiento.

Cepa F‘e cha 'de Granja Ubicacion Matadero
aislamiento
B02 2011 ES84 Lleida E
B04 2011 ES147 Lleida F
B05 2012 ES154 Lleida F
B06 2011 ES156 Barcelona F
B07 2011 ES184 Tarragona F
B08 2011 ES191 Barcelona C
B09 2011 ES193 Barcelona C
B10 2011 ES&4 Lleida E
B13 2012 ES202 Lleida E
B14 2012 ES116 Tarragona D
B15 2013 ES129 Barcelona B
B16 2013 ES138 Barcelona B
B17 2013 ES116 Tarragona D
B18 2013 ES193 Barcelona C
B19 2013 ES154 Lleida F
B20 2013 ES84 Lleida E
B21 2015 ES129 Barcelona B
B22 2013 ES138 Barcelona B
B23 2013 ES&84 Lleida E
B24 2013 ES129 Barcelona B
B25 2013 ES138 Barcelona B
B26 2013 ES125 Tarragona D
B27 2013 ES85 Lleida E
B28 2013 ES193 Barcelona C
B29 2013 ES52 Lleida A
B30 2013 ES116 Tarragona D
B31 2013 ES3 Lleida A
B33 2013 ES191 Barcelona C
B35 2013 ES128 Tarragona D
B36 2013 ES28 Lleida A
B37 2013 ES125 Tarragona D
B38 2013 ES3 Lleida A
B39 2013 ES191 Barcelona C
B40 2013 ES115 Tarragona D
B41 2013 ES128 Tarragona D
B42 2012 ES41 Lleida A
B44 2011 ES44 Lleida A
B45 2013 ES52 Lleida A
B46 2013 ES84 Lleida E
B47 2011 ES28 Lleida A
B48 2013 ES202 Lleida E
B49 2012 ES156 Barcelona F
B50 2012 CATS Tarragona D
B51 2012 CATI1 Lleida E
B52 2009 EU Lleida G
B53 2009 EU Lleida G
B54 2009 EU Lleida G
B55 2009 EU Lleida G
B56 2009 EU Lleida G
B57 2009 CTl1 Lleida G

La procedencia de los mataderos no es un dato que se pueda revelar, por lo que no mencionamos
descripcion pertinente.
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Anexo 3: Caracteristicas de las cepas aisladas de muestras de aves salvajes segun la

especie y el sitio de aislamiento.

Cepa F.e cha ‘de Procedencia Especie Sitio de aislamiento
aislamiento

W02 2008 CReSA Spatula clypeata (pato cuchara) Delta del Ebro

W03 2009 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W04 2009 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W05 2009 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W06 2009 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W07 2009 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W08 2009 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W09 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W10 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

Wi1 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W12 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W13 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W14 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W15 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W16 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W17 2011 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W18 2011 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W19 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W20 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

w21 2011 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W22 2011 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Delta del Ebro

W23 2010 CReSA L. audouinii (gaviota Audouin) Isla Alboran

W24 2012 CReSA L. michahellis (gaviota patiamarilla) Islas Medes

W25 2012 CReSA L. michahellis (gaviota patiamarilla) Islas Medes

W26 2013 CReSA L. michahellis (gaviota patiamarilla) Islas Medes

W27 2013 CReSA L. michahellis (gaviota patiamarilla) Islas Medes

W28 2013 CReSA L. michahellis (gaviota patiamarilla) Islas Medes

W29 2014 ASPB L. michahellis (gaviota patiamarilla) Barcelona

W30 2014 ASPB L. michahellis (gaviota patiamarilla) Barcelona

W32 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W33 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W34 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W36 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W37 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W39 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W40 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W41 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W43 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W44 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W46 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W47 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W48 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W49 2015 ASPB Columba livia (paloma doméstica) Barcelona

W50 2008 CReSA Corvus corax (cuervo comun) Barcelona provincia

W51 2008 CReSA Corvus corax (cuervo comun) Barcelona provincia

W52 2008 CReSA Corvus corax (cuervo comun) Barcelona provincia

W53 2008 CReSA Corvus corax (cuervo comun) Barcelona provincia

W54 2008 CReSA Corvus corax (cuervo comun) Barcelona provincia

W55 2011 CReSA Ciconia ciconia (cigiiena blanca) Lleida

W56 2011 CReSA Ciconia ciconia (cigiienia blanca) Lleida

Las muestras se tomaron, en todos los casos, a diferentes individuos en muestreos que duraban de 2 a 3
dias en el caso de las gaviotas y en el mismo dia en el caso de los cuervos y las cigiiefias.
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Anexo 4: Relacion de alelos, ST, complejos clonales y perfiles de PFGE Sma-Kpnl
de las cepas aisladas de muestras de humanos.

Cepas aspA glnA gltA glyA pgm tkt uncA ST MLSTCC PFGE Smal-Kpnl

HoO1 7 1 2 &3 2 3 6 441 S 131
HO02 2 1 21 3 20 1 5 4664 ST-21 25
HO03 9 2 4 62 4 5 6 257 ST-257 43
H04 24 2 5 53 23 3 1 904 ST-607 42
HO0S 1 4 2 2 6 3 17 61 ST-61 54
HO06 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 80
HO07 2 71 5 62 2267 6 1710 S 109
HO08 2 1 12 3 2 1 12 3769 ST-21 122
H09 62 4 5 2 2 1 5 572 ST-206 136
H11 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 123
H12 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 116
H13 62 4 5 2 2 1 5 572 ST-206 81
H14 62 4 5 2 2 1 5 572 ST-206 36
H18 24 2 2 2 10 3 1 464 ST-464 45
H19 7 2 2 15 23 3 12 5799 ST-443 70
H32 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 22
H33 2 71 5 62 10 67 6 8479 S 111
H34 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 120
H35 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 121
H36 8 17 5 2 10 59 6 400 ST-353 69
H37 2 17 2 3 2 1 5 883 ST-21 9
H38 2 4 1 2 7 1 5 48 ST-48 50
H40 1 4 2 2 6 3 17 61 ST-61 124
H46 7 17 2 15 23 3 12 51 ST-443 48
HA48 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 49
H49 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 no tipable
H50 9 2 4 62 4 5 6 257 ST-257 84
H51 9 25 2 10 22 3 6 52 ST-52 72
HS2 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 137
HS3 2 71 5 62 11 67 6 531 S 113
H54 2 1 1 53 2 1 5 1214 ST-21 117
H56 9 2 4 62 4 5 6 257 ST-257 85
H57 1 4 2 2 6 3 17 61 ST-61 125
H58 1 2 3 2 5 9 3 4016 ST-42 104
H59 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 26
H60 2 17 2 3 2 1 5 883 ST-21 29
He1l 1 2 3 3 5 9 3 459 ST-42 52
H62 62 4 5 2 2 1 5 572 ST-206 37
He63 7 17 5 2 10 3 6 353 ST-353 34
Ho4 2 4 5 2 2 1 5 227 ST-206 60
He65 1 4 2 2 6 3 17 61 ST-61 53
H66 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 24
Ho67 8 2 4 62 4 5 6 2254 ST-257 40
Ho68 2 1 5 3 2 1 5 19 ST-21 41
H69 8 2 4 62 4 5 6 2254 ST-257 82
H70 1 4 2 2 6 3 17 61 ST-61 12
H71 3 1 5 17 11 11 6 49 ST-49 55
H72 7 1 2 &3 2 3 6 441 S 129
H73 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 23
H74 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 38

S: Singletons
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Anexo 5: Relacion de alelos, ST, complejos clonales y perfiles de PFGE Sma-Kpnl
de las cepas aisladas de muestras de pollos.

Cepas aspA glnA gltA glyA pgm tkt uncA ST MLST CC PFGE Smal-Kpnl
B02 7 21 2 62 67 48 26 2331 S 58
B04 8 2 5 53 11 3 1 607 ST-607 35
B05 8 17 5 2 10 59 6 400 ST-353 7
B06 2 17 2 3 2 1 5 883 ST-21 71
B07 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 118
BO08 24 2 2 2 10 3 1 464 ST-464 78
B09 2 4 1 2 7 1 5 48 ST-48 110
B10 2 71 5 62 2267 6 1710 S 112
B13 8 2 4 62 4 5 6 2254 ST-257 83
B14 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 119
B15 24 2 2 2 10 3 1 464 ST-464 77
B16 2 71 5 62 11 67 6 531 S 114
B17 2 17 2 3 2 1 5 883 ST-21 79
B18 8 17 5 2 10 59 6 400 ST-353 8
B19 7 2 5 64 23 3 1 7110 ST-607 73
B20 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 68
B21 9 53 2 10 11 3 3 305 ST-574 66
B22 9 7 10 4 42 7 1 652 ST-45 74
B23 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 76
B24 9 2 5 2 11 3 1 1707 ST-607 no tipable
B25 9 53 2 10 11 3 3 305 ST-574 67
B26 2 71 5 62 22 67 6 1710 S 115
B27 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 62
B28 7 2 5 2 10 3 6 5 ST-353 5
B29 7 2 5 2 10 3 6 5 ST-353 6
B30 8 17 5 2 10 59 6 400 ST-353 30
B31 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 51
B33 4 7 40 4 42 51 1 267 ST-283 56
B35 2 71 5 62 22 67 6 1710 S 31
B36 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 33
B37 24 10 2 2 23 12 6 8498 ST-354 46
B38 24 2 5 53 23 3 1 904 ST-607 14
B39 7 114 5 298 11 3 218 7114 S 39
B40 8 17 5 2 10 59 6 400 ST-353 32
B41 8 2 5 53 11 3 1 607 ST-607 27
B42 4 7 10 4 42 7 1 137 ST-45 47
B44 7 1 2 83 2 3 6 441 S 132
B45 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 130
B46 2 1 1 3 2 1 5 21 ST-21 10
B47 24 2 5 53 23 3 1 904 ST-607 16
B48 14 17 5 2 11 3 6 356 ST-353 15
B49 2 21 5 3 2 1 5 46 ST-206 13
B50 2 1 12 3 2 1 5 50 ST-21 no tipable
B51 7 2 5 64 23 3 1 7110 ST-607 28
B52 2 2 4 62 4 5 6 367 ST-257 1,1
B53 2 2 4 62 4 5 6 367 ST-257 1,2
B54 2 2 4 62 4 5 6 367 ST-257 1,3
B55S 2 2 4 62 4 5 6 367 ST-257 14
B56 2 2 4 62 4 5 6 367 ST-257 1,5
B57 2 2 4 62 4 5 6 367 ST-257 1,6

S: Singletons
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Anexo 6: Relacion de alelos, ST, complejos clonales y perfiles de PFGE Sma-Kpnl
de las cepas aisladas de muestras de aves salvajes.

Cepas aspA glnA gltA glyA pgm tkt uncA ST MLST CC PFGE Smal-Kpnl
W02 2 29 84 48 131 25 57 996 S 11
W03 27 33 22 49 43 9 31 1223 ST-1275 108
W04 27 33 22 49 43 82 31 1275 ST-1275 86
W05 22 335 4 64 74 25 23 4001 ST-1034 133
W06 1 172 95 62 43 32 147 4355 S 2,1
W07 1 172 95 62 43 32 147 4355 S 2,2
W08 1 172 95 62 43 32 147 4355 S 2,3
W09 27 33 22 49 43 82 31 1275 ST-1275 &9
W10 27 33 22 49 43 9 31 1223 ST-1275 no tipable
W11 1 33 22 49 116 10 47 1261 S 135
W12 47 84 5 10 11 48 8 3552 ST-446 57
W13 10 31 106 129 101 45 49 1343 S 90
W14 27 33 22 49 43 95 31 1292 ST-1275 106
W15 27 33 22 49 43 9 31 1223 ST-1275 128
W16 27 33 22 49 43 95 31 1292 ST-1275 107
W17 10 31 63 129 101 45 49 2351 S 61
W18 27 33 22 49 43 9 31 1223 ST-1275 75
W19 228 33 22 49 43 82 31 3629 ST-1275 134
W20 27 33 22 49 43 82 31 1275 ST-1275 87
W21 27 33 22 49 43 9 31 1223 ST-1275 126
W22 27 33 22 49 43 20 31 1268 ST-1275 127
W23 10 31 106 129 101 45 49 1343 S 17
W24 10 33 22 49 43 82 31 637 ST-1275 20
W2§ 27 33 22 49 43 20 6 8511 ST-1275 19
W26 27 33 95 49 43 9 31 3049 ST-1275 21
W27 10 33 22 49 43 82 31 637 ST-1275 18
W28 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 44
W29 2 4 1 2 7 1 5 48 ST-48 105
W30 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 102
W32 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 103
W33 1 6 7 2 40 32 3 179 ST-179 94
W34 1 6 29 176 40 32 3 2209 ST-179 95
W36 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 100
W37 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 101
W39 1 6 29 176 40 32 3 2209 ST-179 96
W40 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 98
W41 1 6 29 2 40 32 3 220 ST-179 88
W43 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 3,1
W44 4 7 10 4 1 7 1 45 ST-45 3,2
W46 1 6 29 176 40 32 3 2209 ST-179 91
W47 4 6 10 176 1 32 1 8512 ST-45 99
W48 1 6 29 176 40 32 3 2209 ST-179 92
W49 1 6 29 176 40 32 3 2209 ST-179 93
W50 18 22 20 98 138 301 16 8513 ST-952 4,1
W51 18 22 20 98 138 301 16 8513 ST-952 97
W52 18 22 20 98 138 301 16 8513 ST-952 4,2
W53 18 619 526 690 859 399 544 8514 S 59
W54 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 64
W55 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 65
W56 8 10 2 2 11 12 6 354 ST-354 63

S: Singletons
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Anexo 7: Population structure, antimicrobial resistance and virulence-associated
genes in Campylobacter jejuni isolated from three ecological niches: gastroenteritis
patients, broilers and wild birds.
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ABSTRACT

Campylobacter jejuni is the causal agent of the food-borne infection with the highest
incidence in Europe. Both poultry and wild birds are a major reservoir. To gain insight
into the population structure, virulence potential and antimicrobial resistance (AMR), a
collection of 150 isolates from three different ecological niches (broilers, wild birds and
human patients) was studied. Despite the high genetic diversity found, the population
structure defined two distinct clusters, one formed mostly by broiler and human isolates
and another one by most wild bird isolates. The ST-2l1complex exhibits highest
prevalence (in humans and broilers), followed by ST-1275complex (only in wild birds).
The ST-48, -45 and -354 complexes were found in all three niches, but represent only 22
out of 150 studied strains. A higher occurrence of AMR and multidrug resistance was
detected among broiler and human isolates. Moreover, significant differences were found
in the distribution of certain putative virulence genes. Remarkably, many wild bird strains
were negative for either cdtA, cdtB or cdtC from the canonical strain 81-176, whereas all
broiler and human strains were positive. These data suggest that the different variants of
the cdt genes might be relevant for the efficient colonization of certain hosts by C. jejuni.
Our study contribute to the understanding of the role of the diverse Campylobacter
reservoirs in the transmission of campylobacteriosis to humans.
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INTRODUCTION

In the last decade there has been an increase in the incidence of campylobacteriosis
worldwide, which is especially significant in North America, Europe and Australia
(Cody et al., 2012; Harvala et al., 2016). This zoonosis is therefore of economic and
public health concern (Havelaar et al., 2015). Particularly in the European Union,
Campylobacter has outnumbered Salmonella as the most commonly reported cause of
bacterial diarrheal disease in humans since 2005 (EFSA-ECDC, 2016). Campylobacter
jejuni followed by C. coli are responsible for the vast majority of infections which lead
to diarrhea and a range of other serious conditions affecting the gastrointestinal tract,
especially in children under five years old (Eberle and Kiess, 2012; Kaakoush et al.,
2015). Furthermore, two autoimmune neurological disorders, Guillain-Barre and Miller-
Fisher syndromes have been associated in some patients with previous C. jejuni
infections (Ang et al., 2001; van Doorn et al., 2008).

The natural reservoir of Campylobacter are a variety of domesticated and wild animals,
including cats, dogs, cows, pigs, poultry and wild birds, with the avian reservoir being
the most important (Kaakoush et al., 2015). Campylobacter can be easily isolated from
poultry retail meat, untreated water, unpasteurized milk and soil (Workman et al., 2005;
Engberg, 20006).

Since C. jejuni infections are usually self-limited and sporadic, antimicrobial therapy is
only indicated in severe or long-lasting infections. The antimicrobials of choice are
macrolides, sometimes combined with azithromycin and aminoglycosides in more
severe cases of the disease (Moore et al., 2005; Bolinger and Kathariou, 2017). The use
of fluoroquinolones and tetracyclines, often prescribed as empirical therapy for
traveler’s diarrhea (Guerrant et al., 2001), has been reduced due to the dramatic increase
of the frequency of resistant strains to these antimicrobials agents. Unfortunately
macrolide resistance is increasingly being reported too (Lim et al., 2016).

Although the infection route has been described, the pathogenicity of Campylobacter
remains mostly elusive. Very little is known on the bacterial factors exploited by
Campylobacter during the infectious process. Besides the flagella and
lipoligosaccharide, some putative virulence factors have been defined such as the
cytolethal distending toxin (CdtABC), the fibronectin binding protein (CadF) and the
invasion antigen (CiaB) (Young et al., 2007; Dasti et al., 2010).

Characterization of the population structure of Campylobacter strains recovered from
different sources within a region and its antimicrobial resistance is critical to identify
the major source of infection and to implement efficient control measures to reduce
human exposure to the pathogen. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and
multilocus sequence typing (MLST) have been used to determine clonal diversity and
population structure, respectively (Duarte et al., 2016). Moreover, gaining insight into
the distribution of virulence-associated genes among strains might shed some light on
the mechanisms exploited by Campylobacter to trigger infection.

In this study, we have characterized three populations of Campylobacter strains from
different ecological niches: human patients suffering gastroenteritis, broilers and wild
birds. The relationship among the different strains in terms of population structure,
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antimicrobial resistance profile and prevalence of virulence-associated genes have been
established.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains

One hundred fifty isolates were obtained from faeces of three different sources: human
patients, broilers and wild birds. Human samples were obtained from 50 patients with
diarrhoea attended at the Santa Creu i Sant Pau Hospital (Barcelona) through the year
2014. The patients were 54% children (<16 years old), 30% adults and 16% elderly
people (>65 years old). From these, 58% were men and 42% women. Broiler (Gallus
gallus) isolates were obtained from caecal samples collected in seven different
slaughterhouses (A-G), from 2009 and 2011 to 2013. Broilers were supplied from 24
farms located in Barcelona, Lleida and Tarragona (Catalonia) (Table 3). Finally, the
wild bird faecal samples from cloacal swabs were obtained during 2008 - 2013. Wild
bird species sampled were: one northern shoveler (Spatula clypeata), two white storks
(Ciconia ciconia), five common ravens (Corvus corax), fourteen feral pigeons
(Columba livia), seven yellow-legged gulls (Larus michahellis) and twenty-one
Audouin’s gulls (Larus audouinii). All wild bird samples were collected in Catalonia,
except eight from Audouin’s gulls which were obtained from Alboran Island.

Isolates were recovered from stock cultures stored at —80 °C in cryovials containing
Brain Heart Infusion broth (BHI; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) supplemented
with 20% glycerol. Fresh cultures were obtained by streaking a loop of the frozen stock
cultures onto blood agar plates (BioMérieux, Marcy I’Etoile, France); plates were
incubated at 37°C for 48 h under a microaerobic atmosphere (85% N2, 10% CO2, 5%
O2; Anaerocult©, Merck, Darmstadt, Germany).

Species identification and antimicrobial susceptibility testing

Confirmation of C. jejuni strains was performed by conventional species-specific PCR
using primers targeting the lipid A gene IpxA (Klena et al., 2004) and Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization-Time of flight (MALDI-TOF) Mass Spectrometry (Bruker
Daltonics).

Susceptibility to 12 antimicrobial agents was assessed by the disk diffusion method
according to the Clinical Laboratory and Standard Institute (M100-S26; (CLSI, 2016))
using Mueller-Hinton medium supplemented with 5% defibrinated sheep blood
(BioM¢érieux). The antimicrobials tested were: ampicillin (10 pg) (AMP), amoxicillin-
clavulanic acid (30 pg) (AMC), imipenem (10 pg) (IMP), tetracycline (30 pg) (TET),
erythromycin (15 pg) (ERY), ciprofloxacin (5 pg) (CIP), nalidixic acid (30 png) (NAL),
gentamicin (10 pg) (GEN), streptomycin (10 pg) (STR), kanamycin (30 pg) (KAN),
chloramphenicol (30 pug) (CHL) and fosfomycin (200 pg) (FOS). The breakpoints were
performed following the CLSI criteria except for TET, ERY and CIP where the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) breakpoints
criteria was used. All the clinical intermediate values were considered as resistant. The
strains that showed resistance to three or more classes of antimicrobials agents were
considered as multidrug resistant (MDR) (Schwarz et al., 2010) .
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Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) and Multi Locus Sequence Typing (MLST)

PFGE was performed following the Standard Operating Procedure of PulseNet for C.
jejuni (http://www.pulsenetinternational.org/protocols/pfge). Genomic DNA was
digested with Smal and Kpnl restriction enzymes (Sigma-Aldrich, USA).
Electrophoresis was performed in a CHEF-DR III System (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). We performed a comparison analysis of PFGE profiles using the
BioNumerics v7.6 software (AppliedMaths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Similarity
matrices were calculated by the Dice coefficient (2% optimization and 1% position
tolerance) and dendrograms were constructed using the UPGMA method using the cited
BioNumerics v7.6 software. Strains with a similarity > 95% were considered as the
same pulsotype, that means there are not at least two bands of difference.

C. jejuni strains were typed by MLST according to the procedures of PubMLST
(pubmlst.org/campylobacter). DNA was obtained using GenElute™ Bacterial Genomic
DNA Kit (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Sanger sequence data were analysed using
BioNumerics v7.6 software. Alleles and sequence types (STs) were assigned based on
the MLST scheme provided on the Campylobacter PubMLST database
(http://pubmlst.org/campylobacter). Novel alleles and STs were submitted to the
database.

To represent the relationship among Campylobacter strains, we generated a complete
minimum spanning tree (MST) using the BioNumerics v7.6 software.

Virulence-associated genes detection

The 150 C. jejuni strains were tested by PCR for the presence of eight genes encoding
putative virulence factors. These included genes related to adhesion and colonization
(cadF), invasion (ciaB, virB11, htrA and hcp) and cytotoxin production (cdtA,cdtB and
cdtC). Genomic DNA was extracted by standard procedures using the InstaGene matrix
Kit (Bio-Rad Laboratoires). PCR reactions (PCR Master Mix x2, Thermo Scientific)
were performed using 35 ng of DNA as a template and the specific primers indicated in
Table S1 (supplementary information). As internal control of the PCR reaction, primers
for the amplification of the housekeeping gene gltA were included in the PCR mixtures.

Statistical analysis

The virulence-associated genes data was analyzed using Person’s chi-squared test (R
Studio software). P<0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS AND DISCUSSION
Genetic diversity of C. jejuni strains from the three different ecological niches

A collection of 150 C. jejuni isolates recovered from faecal samples from different
ecological niches [50 isolates/each: human patients suffering gastroenteritis (H), broilers
(B) and wild birds (W)] have been the focus of the study. The clonal relationship of the
whole collection was determined by PFGE profiling. Four strains were non-typeable
because of DNA smearing: one human (H49), one wild bird (W10) and two broiler
(B24, B50) strains. As expected, a high clonal diversity was found among the 146
typeable strains. Genotyping using the Smal restriction enzyme resulting 120 pulsotypes
and 12 clones. To increase the clonal discrimination, the secondary Kpnl enzyme was
used (On et al., 1998). The combined analysis of Smal and KpnI-PFGE banding
patterns resulted in a wider clonal diversity with 137 pulsotypes and four clones (Figure
S1). The highest clonal diversity was found in the human population where no strains
with the same pulsotype were found, consistent with the fact that human samples were
not chosen in the context of an outbreak. By contrast, 13 strains, six from broilers and
seven from wild birds were grouped in four clones (similarity > 95%). Clone 1 included
six broiler strains (B52-B57) from two different farms (five from EU and one from CT)
belonging to the same broiler company. The five strains (B52-B56) from farm EU were
recovered from broilers included in the same flock. This possible flock colonization is
not a rare case and has also previously been reported by others authors (Ridley et al.,
2011). Also, the recovery of the same clone in broilers from two different farms may be
due to cross contamination between farms belonging to the same broiler company.
Clone 2, included three strains (W06-W08) from Audouin’s gulls (Larus audouinii)
sampled at Alboran Island at the same breeding season. Clones 3 and 4, both with two
strains, W43 and W44 from pigeons (Columba livia, Barcelona) and W50 and W52
from common ravens (Corvus corax) (Sabadell, Barcelona province), respectively. It is
not surprising the finding of different strains from the same host species belonging to
the same clone, since samples were collected from different birds belonging to the same
colony during the same time period.

The remaining PFGE patterns from the three different niches were scattered along the
dendrogram, although different clusters could be observed (Figure S1). Overall, human
and broiler strains frequently grouped together at different similarity levels. On the
contrary, a marked host specificity was found within some specific genus of wild birds
(Columba, Corvus and Ciconia) as previously described (Griekspoor et al., 2013). Thus,
pigeons’ strains were grouped in different clusters with a similarity ranging from 65%
to 80%:; the three ravens’ strains (two of them constitute the clone 4) clustered with a
similarity of 82% and the two storks clustered with a broiler strain with a 65%
similarity. Finally, the northern shoveler strain showed low similarity (<50%) with all
other wild birds strains (Figure S1). Gulls strains were scattered along the dendrogram
but some clusters were also defined. Interestingly, a cluster containing strains from two
different gull species had a similarity of 65%. These gulls were from different
geographical location (Medes Islands, Ebro Delta and Alboran Island). This fact has
already been described by Griekspoor et al. (Griekspoor et al., 2013) who found high
similarity between strains from the same or closely related bird species from different
geographical areas (Sweden, Australia and UK). Notably, the gull isolate W30 cluster
together with several pigeon isolates (W32, W36, W37). Since all those isolates were
recovered from birds at the same geographical area (Barcelona), these data suggest that



212
213

214

215
216

217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229

230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241

242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253

254
255

both the gull and the pigeons have a common source of infection or it is a consequence
of gulls being pigeons predators.

MLST analysis and population structure

MLST analysis corroborates the genetic diversity observed by PFGE typing among the
C. jejuni strains and confirms a closer relationship between human and broiler strains.

Among the 150 strains studied, 64 different sequence types (ST) grouped in 21 clonal
complexes (ST-complexes) and 12 singletons (S) were recognized (Table 1 and Figure
S2). Six novel STs were identified: ST-8479 (human), ST-8498 (broiler), ST-8511, ST-
8512, ST-8513 and ST-8514 (wild birds). In this study, the ST-21 (24 strains), ST-1275
(16 strains) and ST-45 (13 strains) clonal complexes were the most frequent. Strains
from the ST-1275 complex were only isolated from two different gull species. The ST-
21 complex was found in humans (16 strains) and broilers (8 strains), whereas the ST45
was found in the three environments studied. Thus, the ST-45 complex was
predominant in wild birds (8 strains), followed by broilers (4 strains) and by humans (1
strain). Both, the ST-21 and ST-45 complexes are described as multihost genotypes and
have been isolated from a wide variety of agricultural and environmental sources
(Sopwith et al., 2006; French et al., 2009; Sheppard et al., 2011; Colles and Maiden,
2012).

The relationship among the three studied populations is reflected in a minimum
spanning tree diagram (Figure 1). Three STs (ST-45, ST-48 and ST-354) were found in
all three niches representing 14% (21/150) of the 150 studied strains. The spanning tree
diagram distributes the strains in two main clusters, characterized — with some
exceptions- by its ecology. The first cluster, in the left side of the figure 1B, grouped
STs from wild birds, whereas the second cluster (right side) agglutinate most human
and broiler STs. This distribution clearly establishes a closer relationship between
broiler and human strains, consistent with broiler meat being the most frequent source
of Campylobacter human infection (EFSA-ECDC, 2016; Ramonaite et al., 2017). This
can also be observed when looking at the number of STs shared among the different
niches (Figure 1): 10 STs are shared between human and broiler strains, only three in
the three niches, and no ST is shared among wild birds and either humans or broilers.

From the first cluster (STs from wild birds), the ST-179 and ST-1275 complexes were
mainly found in pigeons and seagulls, respectively. These data support that
Campylobacter genotypes isolated from non-agricultural sources, such as wild birds, are
found only rarely among broilers (Griekspoor et al., 2010). However, these clonal
complexes have also been recovered from stool samples from humans with sporadic
cases of gastroenteritis (Hughes et al., 2009). STs from the ST-179 complex have been
isolated from environmental sources, specifically from the sand of bathing beaches in
UK, presumably ultimately coming from wild birds (Dingle et al., 2001). The ST-1275
complex has also been found in several wild bird species such as pigeons (Sheppard et
al., 2009). Certain host specificity was found among the ST-complexes present in
different wild birds. Hence, the ST-1275 complex was predominant in gulls, the ST-179
complex in pigeons and the ST-952 complex in ravens (Table 2).

With regards to the second cluster (STs from human and broiler strains), five ST-
complexes were found as predominant (ST-21, ST-206, ST-257, ST-353 and ST-607).
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These clonal complexes have been previously associated with human infections,
poultry, other farm animals and environmental samples (Colles and Maiden, 2012;
Cody et al., 2015; Ramonaite et al., 2017). Overall, a great diversity of ST-complexes
was found among both human and broiler strains. Sixteen STs were found in humans
and 14 in broilers (Figure 1A). Strains from clones 1, 2, 3 and 4 by PFGE belong to ST-
367, ST-4355, ST-45, and ST-8513 respectively, whilst the remaining strains showed
unrelated PFGE pattern.

Antimicrobial susceptibility

Antimicrobial susceptibility was tested for all the isolates and antimicrobial resistance
profiles (AMR) were defined (Figure 2). In agreement with the increase in the
occurrence of antimicrobial and multidrug resistance detected in Campylobacter strains
in many countries (Luangtongkum et al., 2009), a high frequency of antimicrobial
resistance was detected among the strains of our collection. One hundred and twenty
seven strains (84.6%) were resistant to one or more antimicrobial agents. The highest
percentage of antimicrobial resistance was found for tetracycline (71.3%), quinolones
[ciprofloxacin (67.3%), nalidixic acid (64.6%)] and ampicillin (63.3%). In agreement
with the genotyping data, the antimicrobial susceptibility describes important
differences between wild bird strains and the clustered broiler and human strains, with
the occurrence of antibiotic resistance much lower among wild bird strains. In our strain
collection, 23 strains were susceptible to all antimicrobial agents tested. From those, 21
strains were recovered from wild birds and the other two from human samples.
Moreover, the occurrence of tetracycline, quinolones and ampicillin resistance was
higher in human and broiler strains compared to wild birds. In contrast, the low
occurrence resistance to aminoglycosides is shared among strains from the three niches.
In our study, 7.3% and 4.6% of the strains were resistant to streptomycin and
kanamycin, respectively, whereas only one strain from human sample was resistant to
gentamicin.

The high occurrence of resistance to some antibiotics cannot be accounted to the non-
therapeutical use of antimicrobial drugs in poultry production since this practice was
banned in the EU in 2006. The therapeutic antibiotics used in poultry are mainly
quinolones (enrofloxacin), tetracyclines (doxycycline), penicillins (amoxicillin) and
macrolides (erythromycin, tylosin), which is reflected — in general- with the occurrence
of antibiotic resistance detected. All strains were susceptible to amoxicillin-clavulanic
acid, imipenem, erythromycin, chloramphenicol and fosfomycin. The rare occurrence of
imipenem, erythromycin and amoxicillin-clavulanic acid resistance among
Campylobacter strains has been previously described (Gallay et al., 2007; Deckert et
al., 2010; Deng et al., 2015). In contrast, resistance to fosfomycin has been detected in
C. jejuni strains (Novoa-Farias et al., 2016) as well as to chloramphenicol in C. coli
strains isolated from humans and broilers (Yang et al., 2017) .

Multidrug resistance (MDR), defined as resistance to three or more families of
antimicrobial agents (Schwarz et al., 2010), has increased worldwide among C. jejuni
strains (Giacomelli et al., 2014). In this study, 49.3% of the strains were MDR (Figure
2B). The most frequent MDR profile (M profile, TET-NAL-CIP-AMP) was detected in
40% of the strains, being mostly identified in humans (23.3%) and broilers (23.3%)
(Figure 2C). Only five strains from wild birds were MDR, four of them with the above
mentioned M profile and one with the T profile (TET-NAL-CIP-S-K). Those MDR
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strains were recovered from birds with insalubrious feeding habits (feeding on refuse
dumps and carrion) such as gulls, storks and ravens (Ramos et al., 2010).

Among these MDR strains, they were included in five out of the six predominant ST-
complexes found in humans and broilers (ST-21, ST-206, ST-257, ST-354 and ST-607)
(Table 1). Interestingly, the percentage of MDR among strains of ST-353 complex, also
defined as predominant in humans and broilers, was much lower (33.3 %). No MDR
strains have been found among the two ST- complexes exclusive for wild birds (ST-179
and ST-1275). It should be highlighted that there is a high variability in the AMR
profile among genetically closely related strains. For instance, within the ST-45 and ST-
61, strains susceptible to all antimicrobial agents tested and MDR were found. These
suggest a rapid acquisition of antibiotic resistance determinants among C. jejuni strains.
Accordingly, transfer of antibiotic resistance genes by mobile genetic elements, such as
plasmids and transposons that can help acquisition and diffusion of drug resistance, has
been described (Bennett, 2008).

Prevalence and distribution of virulence-associated genes among the C. jejuni
strains

The presence of genes coding for putative virulence factors in the 150 C. jejuni strains
have been tested by PCR. The genes detected were: i) cdtA, cdtB and cdtC genes,
conforming a polycistronic operon, coding for synthesis and deliver of the cytolethal
distending toxin that causes host cell cycle arrest; ii) three genes involved in adherence
and invasion of host cells: cadF coding for a putative OmpA-like protein that mediates
bacterial adhesion by binding to host fibronectin, ciaB coding for an invasive antigen
that translocate into the cytoplasm of host cells facilitating the C. jejuni invasion, and
htrA coding for a serine-protease that contributes to stress tolerance and with ability to
cleave E-cadherin; iii) the hcp gene coding for a host surface adhesion protein that is a
component of a type VI secretion system that has been associated with virulence; and
iv) the virB11, a gene located in the virulence related plasmid pVir (Bacon et al., 2002;
Tracz et al., 2005; O Croéinin and Backert, 2012; Bleumink-Pluym et al., 2013). The
results showed a high prevalence of six out of eight genes tested (Figure 3).
Remarkably, significant differences exist in the prevalence of some of the genes when
comparing among the strains from different origin. A different distribution of the cdtA,
cdtB and cdtC genes was detected among the three subgroups of strains. The three genes
were present in all the human and broiler strains whereas 46% of the wild bird strains
were negative for at least one of the cdt genes (Figure S2). The fact that many strains
(23) lacked one or two of the three open reading frames (ORF) present in the
polycistronic cdtABC operon is an interesting phenomenon that has been reported
earlier (Bang et al., 2003; Koolman et al., 2015). Remarkably, the cdtA gene had the
more uneven distribution since it was detected in all human and broilers strains, while it
was only present in 58% of the wild bird strains. Among the 23 strains lacking at least
one cdt gene, 14 lacked cdtA, 1 cdtB, 1 cdtC, 3 cdtAB and 4 cdtAC. The negative PCR-
amplification of one or two of the three ORF present in the cdtABC operon, when using
primers designed from the 81-176 genome sequence (Table S1), may indicate
significant differences among alleles from different strains. Our results suggest that: i) a
high diversity of cdt alleles exist among C. jejuni strains found in natural environments
(wild bird) and ii) the cdt alleles promoting efficient broiler colonization are much less
diverse. CdtA and CdtC are involved in the binding to the target host cells allowing
internalization of the CdtB toxin. Therefore, we hypothesize that different CdtA might
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have distinct target molecules during tissue recognition and consequently might play a
relevant role defining the host susceptibility of C. jejuni strains. Interesting observations
can be made when having a closer look to the phylogenetic and ecological relationships
of the strains that were negative for any of the cdt genes (Table 1, Figure S2): i) all 16
strains belonging to the ST-1275 complex and different PFGE pattern were cdtA
negative and were isolated from the two different seagull species located in three
geographically distinct colonies along the western Mediterranean coast; three of them
were also cdtC-negative. From these seagulls’ colonies, CdtABC™ strains, belonging to
diverse ST-complex distinct to ST-1275, were also isolated. ii) all three strains
belonging to ST-952 complex are cdtAB negative but two share the same PFGE pattern
(W50 and W52), these strains were isolated from commons ravens. The other two
ravens’ strains are cdtA negative (W53, singletone ST-8514) and cdtABC" (W54, ST-
354 complex), respectively. iii) the ST-48 complex includes three strains, belonging
each one to a different niche, the broiler (B09) and human (H38) strains are cdtABC*
and showed different PFGE pattern, whereas the wild bird strain (W29) from a Yellow-
legged gull is cdtB negative. iv) from the wild bird subgroup, all the strains from
pigeons and storks, birds that are more in contact with the human population, are
positive for all three cdt genes. v) the unique cdtC" strain belongs to the ST-1034
complex. The relevant diversity among cdtABC found among wild bird strains and the
apparently highly conserved distribution among human and broiler strains might
indicate that the specific sequence of certain cdt alleles can be related to the ability to
colonize different hosts. Moreover, the fact that there are differences in the presence of
cdt alleles among strains from the same ST-complex and/or ST indicate the high
plasticity of this genetic locus (the cdtABC operon).

Regarding the genes coding for putative factors involved in host cell invasion, only
cadF showed an uneven prevalence distribution among strains from the different niches.
The tested cadF allele was present in all broiler and wild bird strains and in 45 out of 50
human strains. This result suggests that either some strains lack the cadF gene or carry a
cadF allele with significant differences from the cadFsi.176 allele chosen as template in
this study (Table S1). Interestingly, all the cadF negative strains belong to ST-61, which
is often found in cattle / bovine reservoirs (Patrick et al., 2008). Our results suggest that
the presence of the cadF tested may not be essential for the ability of Campylobacter to
cause infection in humans. It cannot be disregarded that the five cadF strains carry a
different cadF allele not detected with the primers used (Table S1). In a recent report
studying the distribution of virulence-associated genes in a collection of 24
Campylobacter strains, cadF was detected in all C. jejuni strains whereas some C. coli
from both humans and broilers were negative for this gene (Koolman et al., 2015).

No significant differences exist when comparing the prevalence of the ciaB gene among
the three populations. The ciaB negative strains are the majority for certain ST-
complexes such as ST-48, ST-179, ST-353, ST-206 and two singletons (ST-441, ST-
1710). However, we also found ciaB negative strains belonging to ST-complex where
most strain are positive for this genetic locus. Only four strains were negative for htrA,
two from humans (ST-61 and ST-441), one from a broiler (ST-48) and one from a
seagull wild bird (ST-48).

The presence of the hcp gene is a hallmark of the ability of C. jejuni to express a T6SS

(Lindmark et al., 2009) . A functional T6SS has been identified in some C. jejuni
strains, those carrying the integrative element CJIE3. Its presence had been related to
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the ability to infect humans and cause disease by influencing cell adhesion and
cytotoxicity towards erythrocytes (Lertpiriyapong et al., 2012; Bleumink-Pluym et al.,
2013; Harrison et al., 2014). Notably, the hcp gene was detected in a low proportion in
all three populations. The detection frequency was in range similar to that described in
previous reports (Harrison et al., 2014; Siddiqui et al., 2015). Surprisingly, our data
indicate that hcp is significantly less represented among the human strains (14%) as
compared to broiler (38%) and wild bird (28%) strains (Figure 3A). Interestingly, the
hcp-positive clones are mostly distributed among certain ST-complexes: ST-1275 (12
out of 16 are positive), ST-607 (7/8), ST-353 (8/9), ST-464 (2/3) and ST-446 (1/1). The
differential prevalence of hcp, with lower prevalence among human strains, suggests
that T6SS does not promote causing human infection. The last putative virulence factor
encoding gene tested was VirB11. Previous reports have argued on the contribution of
the pVir plasmid in the virulence potential of C. jejuni (Tracz et al., 2005; Louwen et
al., 2006). Among our strains the prevalence of the virB11 gene is very low since only
two strains, one from human and one from broiler, were positive for the tested virB11
allele, suggesting that the pVir plasmid is not required for C. jejuni to either colonize
birds or infect humans.

Virulence profiles were defined attending to the presence/absence of virulence-related
genes of chromosomal location (all genes except virB11) (Figure 3). The virulence
profile #2 (cadF", cdt’, htrA™, ciaB") is overrepresented among the collection, being
detected in a 54% of the strains and being the most prevalent in all three subgroups
(human, broiler and wild birds). In addition to profile #2, only three more virulence
profiles (#1, #3, #5) were detected in all the three subgroups. The highest variability
was found among the wild bird strains since up to 14 different profiles were identified,
in contrast to human and broiler strains where five profiles were found within each
subgroup. From the 14 profiles described in wild birds, 10 were only found in this
subgroup. One virulence profile (#6, cdt”, cadF, ciaB™, htrA" hcp’) was only found
among human strains, being detected in four clinical strains belonging to ST-61, but
with different PFGE patterns. Moreover the profile #9 has only been detected among
broiler strains.
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CONCLUDING REMARKS

In this report, a comparative study has been performed among C. jejuni strains from
three different sources: humans, broilers and wild birds from Catalonia. As expected, by
PFGE a great genetic diversity was observed among all included strains, with the
exception of a few clones. In our Campylobacter population, the ST-45, ST-48 and ST-
354 were present in all three niches; the ST-21 complex was the predominant in human
and the ST-1275 complex in wild birds, while in broilers different complexes: ST-21,
ST-257, ST-353 and ST-607 were present equally. MLST analysis clearly distinguished
the wild bird Campylobacter population from that of humans and chickens, suggesting
that certain host specificity may exist among C. jejuni clonal complexes. The drug
antimicrobial profiles show an overall high percentage of MDR strains (49%). Again, a
closer relationship between human and broiler strains was detected. A similar high
percentage of MDR strains (72%) was detected among human and broiler strains
whereas the percentage among wild bird strains was much lower (8%). This discrepancy
in MDR prevalence correlates with the differential antibiotic pressure. The broiler and
human strains are under a high antibiotic pressure due to the use of antimicrobial drugs
whereas the selective pressure is barely inexistent in wild bird population. The presence
of several putative virulence genes have been detected by PCR. The genes cadF, ciaB,
htrA, and the operon cdtABC, coding for proteins presumably involved in bacterial
adherence, invasion of epithelial cells and toxin production, are highly prevalent among
Campylobacter strains. Correlation between certain virulence factors profiles and
specific STs has been detected, which may have ecological implications. For instance,
our data indicates a great diversity in CdtA alleles among wild bird strains as compared
with broiler and human strains, suggesting that colonization of specific hosts might be
promoted by certain CdtA variants.

All the genotype- and phenotype-based analysis indicate that most strains isolated from
wild birds form a cluster clearly differentiated from those strains isolated from broilers
and humans. Nonetheless, some wild bird strains belong to clonal complexes also
detected among broiler or human strains suggesting a reverse zoonosis transmission,
most likely consequence of the scavenging feeding habitats of the studied birds.
Overall, our report provides new insights into the distribution of circulating C. jejuni
strains among different ecological niches.
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672  Table 1. Clonal complex (ST-complex), sequence type (ST), virulence factors profile (VF) and antimicrobial resistance profile (AMR) found in
673 150 C. jejuni strains from humans, broilers and wild birds niches. In brackets, number of strains.

Humans Broilers Wild Birds
ST complexes ST VF* AMRP VF AMR VF AMR
ST-21complex (24) 19 (1) #2 M (1)
21 (8) #2 MMIR)IM)T() #2 M (2) O (1)
50 (8) #2 M(4) K (1) #2 M (1)K (2)
883 (4 #2 M (1)J (1) #1 I(1)
#2 I(1)
1214 (1) #2 I (1)
3769 (1) #2 M (1)
4664 (1) #2 B (1)
ST-42 complex (2) 459 (1) #2 M (1)
4016 (1) #2 E (1)
ST-45 complex (13) 45 (10) #2 K (1) #2 M (1) G (1) #2 AB)COB)I1)
137 (1) #2 P (1)
652 (1) #2 P (1)
8512 (1) #2 A (1)
ST-48 complex (3) 48 (3) #5 M (1) #9 M (1) #14 M (1)
ST-49 complex (1) 49 (1) #2 M (1)
ST-52 complex (1) 52 (1) #2 H (1)
ST-61complex (5) 61 (5) #6 M@2)A1)E(1)
#12 B (1)
ST-179 complex (7) 179 (1) #5 A1)
220 (1) #3 D (1)
2209 (5) #2 A (1)
#5 A(2)C((2)
ST-206 complex (6) 46 (1) #2 M (1)
227 (1) #2 A (1)
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572 (4) #5 M (4)
ST-257 complex (12) 257  (3) #2 M (1) N (1) P(1)
367  (6) #2 M (6)
2254  (3) #2 M (2) #2 I(1)
ST-283 complex (1) 267 (1) #2 M (1)
ST-353 complex (9) 5 (2) #1 I(1)
#H3* I(1)
353 (1) #1* K (1)
356 (1) #2 M (1)
400 (5) #3 M (1) #3 I13)M(1)
ST-354 complex (9) 354 (8) #2 M (2) #2 M (2) #2 M@2)I1(2)
8498 (1) #2 M (1)
ST-443 complex (2) 51 (1) #2 M (1)
5799 (1) #2 M (1)
ST-446 complex (1) 3552 (1) #1 M (1)
ST-464 complex (3) 464 (3) #1 F (1) #2 M (1)
#1 M (1)
ST-574 complex (2) 305 (2) #2 M (1) I(1)
ST-607 complex (8) 607  (2) #1 M) I(1)
904 (3) #1 M (1) #1 M (2)
1707 (1) #1 M (1)
7110  (2) #2 M (1)
#1 I(1)
ST-952 complex (3) 8513  (3) #10 A 2)C (1)
ST-1034 complex (1) 4001 (1) #13 L (1)
ST-1275 complex (16) 637 (2) #4 A(1)B(1)
1223 (5) #4 C()
#7 AR2)C(1)
#15 C(1)
1268 (1) #4 B (1)
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674

675

676

677

1275  (3) #4 B (2)
#8 B (1)
1292 (2) #4 C()
#8 C()
3049 (1) #4 A (1)
3629 (1) #4 E (1)
8511 (1) #4 B (1)
Singletons 441  (3) #2 R (1) #5 P (1)
#11 I (1)
531 (2) #3 M (1) #1 M (1)
929 (1) #16 A (1)
1261 (1) #2 A (1)
1343  (2) #2 A (2)
1710 (4) #1 M (1) #1 M (1) Q (1)
#3 P (1)
2331 (1) #1 M (1)
2351 (1) #2 C(1)
4355 (3) #2 A(3)
7114 (1) #2 T (1)
8479 (1) #1 M (1)
8514 (1) #7 S (1)

*The VF profile is described in figure 3.

®The AMR profile is described in figure 2.

*: virB11 positive
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678  Table 2. Distribution of ST-complexes and sequence types (ST) of C. jejuni strains from wild birds. In brackets, number of strains.

Wild bird ST-complex ST Location Strains (Year of recollection)
Audouin's gull (21) ST-446 (1) 3552 Alboran Island W12 (2010)
ST-1034 (1) 4001 Ebro Delta W05 (2009)
ST-1275(12) 1223 Ebro Delta W03 (2009), W10 (2010), W15 (2010), W18 (2011), W21 (2011)
1268 Ebro Delta W22 (2011)
1275 Ebro Delta W04 (2009), W09 (2010), W20 (2010)
1292 Alboran Island W14 (2010), W16 (2010)
3629 Ebro Delta W19 (2010)
Singletons (7) 1261 Ebro Delta W11 (2010)
1343  Alboran Island W13 (2010), W23 (2010)
2351 Ebro Delta W17 (2011)
4355 Alboran Island W06 (2009), W07 (2009), W08 (2009)
Yellow-legged gull (7) ST-45 (1) 45  Barcelona W30 (2014)
ST-48 (1) 48  Barcelona W29 (2014)
ST-354 (1) 354  Medes Islands W28 (2013)
ST-1275 (4) 637 Medes Islands W24 (2012), W27 (2013)
3049 Medes Islands W26 (2013)
8511 Medes Islands W25 (2012)
Common Ravens (5)  ST-354 (1) 354 Barcelona province ~ W54 (2008)
ST-952 (3) 8513 Barcelona province ~ W50 (2008), W51 (2008), W52 (2008)
Singleton (1) 8514 Barcelona province ~ W53 (2008)
Fereal Pigeons (14) ST-45 (7) 45  Barcelona W32 (2015), W36 (2015), W37 (2015), W40 (2015), W43 (2015), W44 (2015)
8512 Barcelona W47 (2015)
ST-179 (7) 179  Barcelona W33 (2015)
220  Barcelona W41 (2015)
2209 Barcelona W34 (2015), W39 (2015),W46 (2015), W48 (2015), W49 (2015)
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Northern shoveler (1)
White storks (2)

Singleton (1)
ST-354 (2)

996 Ebro Delta
354 Lleida

W02 (2008)
W55 (2011), W56 (2011)
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680

Table 3. Geographical relation between ST-complex and sequence types (ST) among C. jejuni from caeca broilers.

Slaughterhouse (n)  ST-complex ST Year Farm Farm Location  Strain

A (8) S 441 2011 ES44 Lleida B44
ST-21 21 2013 ES28 Lleida B36
ST-45 45 2013 ES3 Lleida B31
137 2012 ES41 Lleida B42
ST-353 5 2013 ES52 Lleida B29
ST-354 354 2013 ES52 Lleida B45
ST-607 904 2011 ES28 Lleida B47
2013 ES3 Lleida B38
B (6) S 531 2013 ES138 Barcelona Bl16
ST-45 652 2013 ES138 Barcelona B22
ST-464 464 2013 ES129 Barcelona B15
ST-574 305 2015 ES129 Barcelona B21
2013 ES138 Barcelona B25
ST-607 1707 2013 ES129 Barcelona B24
C (6) S 7114 2013 ES191 Barcelona B39
ST-283 267 2013 ES191 Barcelona B33
ST-353 5 2013 ES193 Barcelona B28
400 2013 ES193 Barcelona B18
ST-48 48 2011 ES193 Barcelona B09
ST-464 464 2011 ES191 Barcelona B08
D (9) S 1710 2013 ES125 Tarragona B26
S 1710 2013 ES128 Tarragona B35

ST-21 50 2012 ES116/ CATS  Tarragona B14/B50
883 2013 ES116 Tarragona B17

ST-353 400 2013 ES116/ES115  Tarragona B30/B40
ST-354 8498 2013 ES125 Tarragona B37
ST-607 607 2013 ES128 Tarragona B41
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E(9) S 1710 2011 ES84 Lleida B10
S 2331 2011 ES84 Lleida B02
ST-21 21 2013 ES84 Lleida B20/B46
ST-45 45 2013 ES85 Lleida B27
ST-257 2254 2012 ES202 Lleida B13
ST-353 356 2013 ES202 Lleida B48
ST-354 354 2013 ES84 Lleida B23
ST-607 7110 2012 CATI1 Lleida B51
F (6) ST-21 883 2011 ES156 Barcelona B06
50 2011 ES184 Tarragona B07
ST-206 46 2012 ES156 Barcelona B49
ST-353 400 2012 ES154 Lleida B05
ST-607 607 2011 ES147 Lleida B04
7110 2013 ES154 Lleida B19
G* (6) ST-257 367 2009 CT1/EU Lleida B57/B52, B53, B54, B55, B56

*, include the six strains belonging to clone 1of PFGE pattern.
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687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707

FIGURE LEGENDS.

Figure 1. Minimum spanning tree showing the distribution of the C. jejuni strains. A.
The number of STs shared among the three niches was represented by a Venn-diagram.
B. Minimum spanning tree (MST) of C. jejuni sequence types (ST) based on allele
numbers. Each circle corresponds to a ST, being its size proportional to the number of
strains within it. The ST of each strain as indicated in different color attending to the
origin of the strain: green for humans (H), red for broilers (B) and blue for wild birds
(W). The thickness and the dotting of the lines indicate the distance between STs. A
thicker line denotes closer distance than a thin line and a thin line denotes closer
distance than a dotted line. The ST-complexes including several STs are indicated in
dotted color lines. The MST analysis was carried out by BioNumerics v7.6.

Figure 2. Antimicrobial resistance in C. jejuni studied strains. A. Absolute and relative
values of antimicrobial resistant in human (H), broiler (B) and wild bird (W) strains.
Antibiotic families (Q: quinolones and A: aminoglycosides) are indicated. All strains
were susceptible to amoxicillin-clavulanic acid, imipenem, erythromycin,
chloramphenicol and fosfomycin. B. Percentage of resistant strains to 0 to 4 families of
antibiotics. MDR indicates multidrug resistant strains. C. Antimicrobial resistance
profiles obtained. Asterisks indicate the MDR profiles. D. Percentage of the different
antimicrobial resistance profiles in each subgroup, as defined in C.

Figure 3. Virulence factors in C.jejuni studied strains. A. Absolute and relative values
of the virulence factors found in human (H), broiler (B) and wild bird (W) strains. B.
Virulence factors profiles obtained. C. Percentages of the different virulence factors
profiles in each subgroup, as defined in B.
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Figure 2.TIF 60
Antimicrobial agent H (%) | B (%) | W (%)|Total (%) 0%HB%B m%W
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°T 20
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Figure3.TIF
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