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1. RESUMEN

Las especies del género Campylobacter tienen gran importancia en la salud
humana y animal, ya que son agentes de zoonosis por contacto con animales
infectados o con su materia fecal, denominadas genéricamente como
campylobacteriosis. En humanos, las especies mas frecuentes son C. coliy C.
jejuni. Con respecto a animales, los perros domésticos pueden portar varias
especies de Campylobacter que incrementan su proliferacion en casos de
diarreas. En reptiles Campylobacter fetus subsp. testudinum es relevante por
causar infecciones en humanos. En este trabajo se analiz6 la presencia de
Campylobacter en materia fecal de perros y reptiles sudamericanos. Se
estandarizé una PCR de control de integridad del ADN mediante amplificacion
de 507 pb del gen 16S de bacterias y arqueas. Se puso a punto una
metodologia para el diagnéstico del género Campylobacter mediante la
amplificacion por PCR de 816 pb del gen 16S. Los amplicones se secuenciaron
para la identificacion de especies. Se analizaron 211 muestras de perros sanos
y enfermos y 78 de reptiles. En perros, se encontré una prevalencia del 38% en
animales con diarrea causada por parvovirus canino (CPV), un 21% en casos
de diarrea sin agente causante conocido y no se encontraron casos positivos
en individuos sanos. De 18 amplicones secuenciados 16 correspondieron a C.
upsaliensis (88,9%) y 2 se agrupan con C. jejuni y C.coli (11,1%). En reptiles
s6lo una muestra fue positiva y pertenecié a C. iguaniorum. Estos resultados
confirman la presencia de Campylobacter en estos reservorios y la necesidad

de continuar con el analisis para aportar al conocimiento del género.



2. INTRODUCCION

2-1 Clasificacion taxonGmica del género Campylobacter

El género Campylobacter es un grupo de bacterias gram negativas

pertenecientes al filum Proteobacteria (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del género Campylobacter.

Dominio Bacteria
Filum Proteobacteria
Clase Epsilonproteobacteria
Orden Campylobacterales

Familia Campylobacteraceae
Género Campylobacter

Dentro del dominio Bacteria, las proteobacterias son el grupo mas grande y
diverso. Son de gran importancia biolégica ya que incluyen a la mayoria de las
bacterias gram negativas de interés médico, veterinario, industrial y en la
agricultura (Kersters et al. 2006). Varios representantes del filum juegan roles
clave en los ciclos del carbono, azufre e hidrogeno. La definicion de
Proteobacteria como un linaje evolutivo separado se realiz6 mediante el

analisis comparativo del gen 16S (Stackebrandt et al. 1988). Mediante el



andlisis comparativo del gen 23S y marcadores filogenéticos alternativos, tales
como los genes que codifican para el factor de alargamiento Tu (EF-Tu) y la
ATPasa, se ha confirmado la agrupacion de este filum en cinco clases: alfa,
beta, gama, delta y epsilon (Ludwig et al., 1995; Ludwig y Schleifer, 1999;
Ludwig y Klenk, 2001). Recientemente se ha descrito una sexta clase llamada
zetaproteobacteria en base a analisis filogenéticos de los genes 16S, recA y
gyrB y datos fisioldgicos (Emerson et al. 2007). A pesar de tener un origen
comun, las bacterias de este grupo son fenotipicamente muy diversas. La
mayoria de las proteobacterias son mesdfilas pero algunas son termdfilas (por
ejemplo Thiomonas thermosulfata y el género Tepidomonas) y se han descrito
también psicrofilas (por ejemplo género Polaromonas). La mayor parte son de
vida libre; algunos como los rizobios establecen relaciones simbidticas con
leguminosas especificas donde fijan nitrégeno en las raices o en nddulos del
tallo. Otros viven como simbiontes intracelulares de protozoarios e
invertebrados (mejillones, insectos y nematodos), mientras que las Rickettsias
son parasitos intracelulares obligados de mamiferos. La extrema diversidad de
mecanismos de generacion de energia es una caracteristica bioquimica Unica
en Proteobacteria, algunas son quimioorganotréficas (como Escherichia coli),
otras son quimiolitotréficas (Thiobacillus, Nitrosomonas), o fototroficas
(Rhodospirillum). Con respecto a su relacion con el oxigeno, las
proteobacterias incluyen especies estrictamente aerobias y anaerobias, asi

como aerobios facultativos y microaerofilos (Kersters et al. 2006).



La clase epsilon de las proteobacterias comprende una gran diversidad de
especies con distintos estilos de vida, incluyendo de vida libre y asociados a
hospederos vertebrados o pertenecientes a la fauna del fondo del mar
(Campbell et al. 2006). Por lo general, los integrantes de esta clase son
microaerofilicos, quimioorganotréficos, no sacaroliticos, de forma curvada, en
espiral o helicoidal. Obtienen su energia principalmente de aminoacidos o de
intermediarios del ciclo de Krebs (Kersters et al. 2006). Las
epsilonproteobacterias de vida libre tienen un rol importante en el ciclo
biogeoquimico del nitrégeno, azufre y carbono en ambientes marinos y
terrestres (Campbell et al. 2006). La mayoria de las especies asociadas a
vertebrados pertenecen a los géneros Arcobacter, Campylobacter y
Helicobacter. Por otro lado, los integrantes de Caminibacter, Nautilia, y
Sulfurospirillum han sido descritas en asociacion con la fauna hidrotermal del

fondo del mar (Waite et al. 2017).

La clase Epsilonproteobacteria se subdivide en dos oOrdenes: Nautiliales y
Campylobacterales (Gupta, 2006). El orden Nautiliales tiene una Unica familia
llamada Nautiliaceae que comprende los géneros Caminibacter, Lebetimonas y
Nautilia (Nakagawa y Takai, 2014). El orden Campylobacterales presenta tres
familias: Helicobacteraceae, Campylobacteraceae e Hydrogenimonaceae (Han

et al. 2012).



La familia Campylobacteraceae es un diverso grupo de bacterias gram
negativas patdégenas, comensales y ambientales. Estas bacterias se
encuentran en aguas superficiales y subterraneas, en animales destinados a
consumo humano, como vacas, cerdos y ovejas, y en productos animales (por
ejemplo, lacteos). Comprende actualmente los géneros Arcobacter,

Sulfurospirillum y Campylobacter (Lastovica et al. 2014).

El género Arcobacter fue propuesto en 1991 por Vandamme et al. (1991) para
agrupar a dos especies de Campylobacter aerotolerantes: Campylobacter
cryaerophila (ahora Arcobacter cryaerophilus) y Campylobacter nitrofigilis
(ahora Arcobacter nitrofigilis). Las bacterias de Arcobacter se diferencian de las
de Campylobacter por su capacidad de crecer en medio aerobio y a bajas
temperaturas, 15-30 °C. Las células son similares a las de Campylobacter y se
mueven por la presencia de un flagelo en uno o en ambos polos celulares
(Vandamme et al. 1992). En cuanto a la importancia clinica A. butzleri puede
causar diarrea y tiene alta prevalencia en pacientes con apendicitis y
gastroenteritis. Se piensa que el consumo de agua o alimentos contaminados y
el contacto con gatos o con sus heces, son la via de transmisién de
enfermedades causadas por Arcobacter a animales y humanos. En la salud
animal, Arcobacter puede causar abortos, mastitis, diarrea y enteritis en
animales de granja como bovinos, ovinos, equinos, y suinos (Lastovica et al.

2014).



Las especies pertenecientes al género Sulfurospirilum son organismos
reductores de azufre, de vida libre que habitan ambientes como barro anoxico y
fuentes de agua dulce y subterraneas contaminadas. No se han encontrado en
asociacion con hospederos animales ni con ninguna enfermedad conocida.
Algunas especies son capaces de crecer en condiciones microaerofilicas
mientras que S. multivorans es estrictamente anaerobio. La temperatura de
crecimiento varia entre 8 y 40 °C. Las especies de este género se diferencian
de Arcobacter y Campylobacter porque son capaces de crecer a 25 °C pero no

con una concentracién de oxigeno superior al 4% (Lastovica et al. 2014).

La primera bacteria perteneciente al género que hoy se conoce como
Campylobacter fue aislada en 1906 por McFadyean y Stockman en el Reino
Unido. Los mismos observaron un organismo muy moévil y con forma curvada
en una muestra de mucus uterino de una oveja prefiada de un rebafio con alto
porcentaje de abortos (Skirrow, 2006). Esta bacteria fue también aislada en
Estados Unidos por Smith y Taylor en 1919 y nombrada como Vibrio fetus,
debido a su semejanza morfolégica y de motilidad con ejemplares del género
Vibrio. En 1963 Sébald y Véron propusieron que las especies Vibrio fetus y
Vibrio bubulus debian incluirse en un nuevo género debido a sus diferencias en
el contenido de bases GC y en el test de oxidacién-fermentacién (prueba de
Hugh y Leifson) con respecto a otras especies del género Vibrio (Sébald y
Véron, 1963). Este nuevo género fue llamado Campylobacter (del griego

campy, que significa “curvo”) debido a su forma. En 1973 Véron y Chatelain



realizaron un estudio taxondmico del género Campylobacter en base a pruebas
bioquimicas, serologicas y contenido GC abarcando en el mismo cuatro
especies: C. fetus, con las subespecies C. fetus fetus y C. fetus venerealis, C.
jejuni, C. coliy C. sputorum. Desde esa fecha hasta el momento ha aumentado
el nimero de especies descritas dentro del género Campylobacter y

actualmente cuenta con 33 especies y 11 subespecies (Tabla 2).



Tabla 2. Especies de Campylobacter descritas hasta el momento ordenadas alfabéticamente. Se indica la
especie, la subespecie si corresponde, los principales hospederos en los cuales han sido aisladas, su origen clinico, los

sintomas y la referencia bibliografica correspondiente.

Especie Subespecie Hospedero o fuente/origen clinico Sintomas Referencia
C. avium Pollos y pavos/contenido cecal Sanos Rossi et al. 2009
C. canadensis Grullas blancas y grullas Sandhill/cloaca Sanos Inglis et al. 2007
. . . . . Doyle, 1948; Véron
C. coli Cerdos/Intestino y materia fecal Disenteria y Chatelain, 1973
C. concisus Humanos/cavidad bucal Periodontitis y gingivitis Tanner et al. 1981
C. corcagiensis Macacos cola de leén/materia fecal Sanos Koziel et al. 2014
C. cuniculorum Conejos de campo/contenido cecal Sanos Zanoni et al. 2009
C. curvus Bovinos/rumen Sanos Wolin et al. 1961
C. faecalis Humanos/hisopado anal SIDA Kachler et al. 2000
McFadyean y
Stockman, 1913;
. . Smith y Taylor,
Ovinos/aparato genital y fetos abortados Abortos 1919: Skirrow,
C. fetus fetus 2006; Vérony
Bacteremia Chatelain, 1973;
Humanos/sangre King, 1957
Humanos/sangre,materia fecal,bilis, fluido Bacteremia, hepatitis B, linfoma,
pleural,hematoma diarrea, cancer de higado, asma
. Gilbert et al. 2013;
testudinum

Tortuga de caja comun, escinco de lengua azul y
serpiente de hocico de cerdo/materia fecal

venerealis Bovinos/aparato genital

C. geochelonis Tortuga mediterranea/hisopado cloacal

Sanos

Abortos e infertilidad

Sanos

Tu et al. 2004

Bryner et al. 1964;
Florent, 1959;
Véron y Chatelain,
1973
Piccirillo et al. 2016




Especie Subespecie Hospedero o fuente/origen clinico Sintomas Referencia
C. gracilis Humanos/cavidad bucal Periodontitis Tanner et al. 1981
C. helveticus Perros y gatos/materia fecal Diarrea Stanley et al. 1992

C. hepaticus

C. hominis

C.
hyointestinalis

C. iguaniorum
C. insulaenigrae

C. jejuni

C. lanienae

C. lari

C. lawrenceae

C. mucosalis

C. ornithocola

Pollos/higado
Humanos/materia fecal

Cerdos/intestino
hyointestinalis Bovinos/materia fecal

Hamster/intestino

lawsonii Cerdos/estomago
Lagartijas y tortugas/hisopado cloacal
Focas y marsopas/hisopado anal
d ] Humanos/biopsia de epitelio gastrico y materia
oylei
fecal
jejuni Bovinos y ovinos/aparato digestivo
Humanos/materia fecal
Humanos/materia fecal
concheus
mariscos
Gaviotas/hisopado cloacal
. perros; mono, foca
lari

Bovinos, pato, equinos/intestino
Humanos/materia fecal
Elefantes marinos/materia fecal

Cerdos/intestino

Pajaros silvestres sin identificar/materia fecal

Enfermedad hepatica irregular

Sanos

Enteropatia proliferativa
Sanos

Enteritis

Sanos
Sanos
Sanos

Diarrea

Disenteria leve

Sanos

Sin determinar

Sin determinar

Sanos
Enteritis
Diarrea

Sin determinar
Varado, deshidratacion

Adenomatosis intestinal

Sanos

Van et al. 2016

Lawson et al. 1998

Gebhart et al. 1985

On et al. 1995
Gilbert et al. 2015
Foster et al. 2004

Steele y Owen,

1988
Jones et al. 1931,
Véron y Chatelain,

1973
Logan et al. 2000

Debruyne et al.
2009

Benjamin et al.
1983; Debruyne et
al. 2009

Foley et al. 2004
Lawson y Rowland,
1974; Lawson et al.

1981

Caceres et al. 2017




Especie

Sintomas

Referencia

C. peloridis

C.
pinnipediorum

C. rectus
C. showae

C. sputorum

C.
subantarcticus

C. troglodytis
C. upsaliensis

C. ureolyticus

C. volucris

Subespecie Hospedero o fuente/origen clinico
Humanos/materia fecal y fluidos de dialisis
Mariscos
caledonicus Focas/abscesos y érganos internos

pinnipediorum Otarios/abscesos y 6rganos internos
Humanos/cavidad bucal
Humanos/encias

Humanos/cavidad bucal y esputo
Ovinos/aparato genital y fetos

Equinos y bovinos

Focas, pinglinos gentu, pingliinos macaroni,
albatros ceja negra, albatros de cabeza
gris/hisopados fecales
Chimpancés/materia fecal

Humanos y perros/materia fecal

Humanos/Diversas secreciones, tejidos y
lesiones de piel

Gaviotas reidoras/hisopado cloacal

Insuficiencia renal
Sin determinar

Sin determinar
Sin determinar
Periodontitis, periodontosis y
gingivitis
Sanos
Gingivitis y bronquitis
Abortos

Sin determinar

Sanos
Sanos
Sanos

Sin determinar

Sanos

Debruyne et al.
2009

Gilbert et al. 2017

Gilbert et al. 2017

Tanner et al. 1981
Etoh et al. 1993

Mc Fadyean y
Stockman, 1913;
Tanner et al. 1981;
Véron y Chatelain,
1973

Debruyne et al.
2010a

Kaur et al. 2011
Sandstedt y Ursing
1991
Eiken, 1958;
Jackson y
Goodman, 1978;
Vandamme et al.
2010
Debruyne et al.
2010b

10



2-2 Caracteristicas fenotipicas del género Campylobacter

Las bacterias del género Campylobacter son bacilos gram negativos, con forma
curvada, espiralada, en S o “forma de gaviota” (Figura 1). Las células de C.
showae sin embargo presentan una forma de varilla mas recta. En cultivos
viejos 0 expuestos a estrés ambiental, las células pueden cambiar a formas
esféricas. Las bacterias Campylobacter muestran un rapido movimiento como
de “sacacorchos” debido a la existencia de 1 o 2 flagelos polares. Sin embargo
pueden haber variaciones, C. showae presenta un manojo de flagelos en uno
de sus polos mientras que C. hominis y C. gracilis no se mueven por carecer de
flagelos (Vandamme y De Ley, 1991; Lawson et al. 2001). Todas las especies
de Campylobacter reducen fumarato a succinato, no forman esporas, son
oxidasa positiva (excepto por C. gracilis) e indol negativas. Pueden reducir
nitratos (excepto por C. jejuni subsp. doylei), no hidrolizan almidén, gelatina o
caseina y no presentan actividad lipasa ni lecitinasa. C. fetus y C. rectus
poseen una microcapsula superficial a la pared celular bacteriana que esta
compuesta por proteinas paracristalinas de la capa superficial (S-layer). Todas
las especies de Campylobacter son microaerdfilas, siendo la concentracién
optima de O, de 5-10% y de CO, de 3-5%. Algunas especies como C. gracilis,
C. hyointestinalis, C. showae y C. sputorum bv. faecalis pueden crecer en
condiciones anaerobias. C. concisus, C. curvus, C. gracilis y C. rectus
requieren de H; o formiatos para crecer. La temperatura éptima de crecimiento

varia entre 30 y 42 °C. Las colonias de Campylobacter en medio de cultivo agar

11



sangre son de forma circular, de 1-2 mm de didmetro, de color crema a
grisaceo (Lastovica et al. 2014). Si bien se han desarrollado medios de cultivo
especificos, algunas especies son fastidiosas y requieren medios
particularmente exigentes. Por lo tanto, no existen condiciones Optimas

comunes a todas las especies (Chaban et al. 2009).

Figura 1. A. Imagen de Campylobacter troglodytis obtenida por microscopio
electréonico de transmision. Se observa la forma curvada de la bacteria y la
presencia de un flagelo polar. (Tomada de: Kaur et al. 2011). B. Tincién de
Gram de un cultivo de Campylobacter fetus subsp. fetus (Tomada de CDC
Public Health Image Library).

2-3 Caracteristicas del genoma

Campylobacter presenta un unico cromosoma circular y en algunas especies
existen plasmidos que median principalmente la resistencia a antibioticos

(Bradbury y Munroe, 1985). El genoma core para el género fue estimado en

12



669 genes. El pangenoma del género es mas dificil de definir ya que se
encuentra en continuo crecimiento a medida que se secuencian nuevos
genomas (lraola et al. 2014). ElI primer genoma de Campylobacter
secuenciado, C. jejuni NCTC 11168 fue publicado en el afio 2000 y re-anotado
en 2007 (Gundogdu et al. 2007; Parkhill et al. 2000). Actualmente, esta
disponible en la base de datos del GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=campylobacter) el genoma
completo de 28 de las 33 especies descritas. Las especies del género
Campylobacter presentan genomas pequefios en comparacion con otras
bacterias (Lastovica et al. 2014). El genoma mas pequefio publicado hasta
ahora es el de C. insulaenigrae que mide aproximadamente 1,47 Mb y el mas
largo es el de C. rectus con 2,51 Mb. El nUmero de proteinas varia entre 1377
en C. hepaticus y 2254 en C. rectus. El contenido GC se encuentra entre
24,4% en C. peloridis y 45,4% en C. showae

(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/genome/?term=campylobacter).

2-4 Clasificacion de especies bacterianas

Las especies procariotas se clasifican en base a un criterio polifasico que
incorpora propiedades genotipicas, fenotipicas y filogenéticas (Vandamme et
al. 1996). Desde 1970 la similitud de secuencias de dos aislamientos se evalua
mediante el grado de hibridacion de sus genomas en condiciones estandar,

método conocido como hibridacion de ADN-ADN. Ademds, actualmente se
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acepta que el gen 16S es una herramienta universal para la identificacién de
bacterias ya que presenta regiones altamente conservadas, pero a su vez
contiene regiones hipervariables que permiten la clasificacion a nivel de género
y especie (Clarridge, 2004). Una especie procariota es considerada como un
grupo de cepas que se caracterizan por un cierto grado de consistencia
fenotipica, un porcentaje de hibridacion ADN-ADN de 70% y una identidad de
secuencia del gen 16S > 98,7% (Vandamme et al. 1996; Stackebrandt y Ebers,
2006). Por lo tanto, organismos que presenten una identidad de secuencia del
gen 16S < 98,7% son siempre miembros de especies distintas porque estas
diferencias en el rRNA se correlacionan con una similitud ADN-ADN < 70%.
Sin embargo, lo contrario no siempre es cierto ya que existen cepas que
comparten un porcentaje de re-asociacion < 50% vy, por lo tanto, son
clasificadas como especies distintas, pero presentan una identidad del 99-
100% a nivel del 16S. Estos valores son validos para el gen 16S completo

(Stackebrandt y Ebers, 2006).

2-5 Uso de materia fecal e identificacion de especies de Campylobacter

Las muestras de materia fecal como fuente de ADN bacteriano son
ampliamente utilizadas debido a que son faciles de colectar y no invasivas
(Waits y Paetkau, 2005). La identificaciéon del género y de las diferentes
especies de Campylobacter se puede realizar por varios métodos. La presencia

de bacterias del género Campylobacter se puede establecer mediante la
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observacion directa al microscopio de campo oscuro o contraste de fases,
utilizando una tincién simple como Gram. Este analisis se realiza dentro de las
2 horas de evacuacion. Deben encontrarse bacilos curvos, gram negativos, con
gran motilidad, caracteristicos del género, la mayoria acompafados por
eritrocitos y neutroéfilos (Malbran, 2001). Para la atencion primaria de la salud
se han desarrollado pruebas rapidas para la deteccion cualitativa de antigenos
de Campylobacter spp en materia fecal de humanos (Kawatsu et al. 2008). Las
mismas presentan alta especificidad y sensibilidad (Gomez et al. 2014, Liébana
et al. 2014). Por otro lado, el analisis clasico por métodos bioquimicos es muy
sensible pero esta limitado por varios factores. En primer lugar depende, en
muchos casos, de la obtencion del cultivo de los microorganismos, que es muy
laboriosa para la mayoria de las especies. Ademas el transporte de la muestra
es un paso crucial para aumentar el éxito del aislamiento, debido al caracter
microaerofilico de las especies. En segundo lugar, los resultados obtenidos no
son del todo concluyentes (Chaban et. al. 2009), mostrando algunas especies
caracteristicas bioquimicas similares (Figura et. al. 1993, Lastovica et. al. 1993,
Lastovica et. al. 1994). Otro método que depende de la obtencion del cultivo es
la espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization- Time-Of-Flight) que se utiliza para la identificacién de
especies de Campylobacter, siendo altamente eficiente, aunque en ocasiones
no es capaz de distinguir entre dos especies presentes simultAneamente
(Besséde et al. 2011). Por todo esto, es importante complementar o sustituir el

diagnéstico con la identificacion molecular. Para la identificacion de las
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diferentes especies de Campylobacter estan disponibles técnicas como el
analisis de restriccion del genoma completo por electroforesis de campo
pulsado (PFGE), o el andlisis de un locus especifico por polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), por polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP), o por la tipificacion multilocus de
secuencias (MLST) (Laturnus y Wieler, 2007). Estas técnicas son Utiles para
estudios epidemiolégicos a largo plazo pero requieren mano de obra entrenada
para lograr resultados reproducibles (Chaban et al. 2009). Por otro lado se han
disefiado varias técnicas de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) que
logran identificar especies o grupos de especies de Campylobacter (Chaban et
al. 2009; Lubeck et al. 2003). Existe una PCR que genera un amplicén de 816
pb del gen 16S Unicamente en especies del género Campylobacter (Linton et.
al. 1996). Mediante secuenciacién directa de los amplicones obtenidos es
posible caracterizar la especie presente de forma mayoritaria. La materia fecal
contiene inhibidores de la PCR y por tal motivo, para asegurar la calidad,
pureza y cantidad de ADN es necesario evaluar, compararar y estandarizar los
protocolos de extraccion que garanticen amplificaciones éptimas (Bhagavatula

y Singh, 2006).
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2-6 Ecologia, epidemiologia e importancia sanitaria

Las bacterias del género Campylobacter son ubicuas en el ambiente y existen
varios reservorios naturales de este género: animales domeésticos, de granja y
silvestres (Skirrow, 1991), mariscos (Lastovica et al. 2014), carne (Moore et al.
2006) y leche sin pasteurizar (Koziel et al. 2012). En vertebrados, la mayoria de
las especies han sido aisladas del tracto digestivo y reproductor. Muchas
especies son comensales y forman parte de la flora normal del intestino,
mientras que otras han sido asociadas a enfermedades entéricas y su
patogenicidad varia en humanos y animales segun la cepa o especie (Gilbert,
2015). En humanos, la campylobacteriosis es una zoonosis cuyos factores de
riesgo mas conocidos son los productos alimenticios contaminados y el
contacto directo o indirecto con animales infectados o con su materia fecal
(Fullerton et al. 2007). Campylobacter fetus es considerado un patdgeno
oportunista que provoca infecciones  sistémicas en  pacientes
inmunocomprometidos. Ademas se han reportado numerosos casos de
contagio de C. fetus provenientes de reptiles (Tu et al. 2004; Wang et al. 2013).
Campylobacter coli y C. jejuni fueron caracterizadas como causantes directos
de enteritis. Otras especies menos frecuentes como C. upsaliensis, C.
concisus, C. gracilis, C. rectus y C. showae tendrian un papel relevante en

enfermedades similares (Lastovica y Allos, 2008).

Existen numerosos estudios en Norteamérica, Europa, Asia y Oceania que
analizan la prevalencia del género Campylobacter en materia fecal de perros
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domésticos (Canis lupus familiaris) (Carbonero et al. 2012; Chaban et al. 2010;
Engvall et. al. 2003; Hald et al. 2004; Holmberg et al. 2015; Koene et al. 2004;
Malayeri et al. 2014; Parsons et al. 2010; Procter et al. 2014; Rahimi et al.
2012; Rossi et al. 2008; Sandstedt y Wierup, 1981; Tsai et al. 2007). En estos
estudios se demuestra que los perros sanos portan varias especies de
Campylobacter de forma natural, siendo las méas prevalentes C. jejuni, C.
upsaliensis, C. coli y C. helveticus (Begum et al. 2015; Holmberg et al. 2015;
Parsons et al. 2010; Rahimi et al. 2012). En algunos perros se demostro la
coinfeccién con dos 0 més especies de Campylobacter (Himsworth et al. 2010).
Se ha indicado ademas que los perros con diarrea presentan un
enriquecimiento global de estas especies y ademas la presencia de otras no
encontradas en perros sanos, como C. concisus, C. gracilis, C. lari y C.
mucosalis (Chaban et al. 2010). Las causas de estas diarreas pueden o no ser
conocidas. Uno de los principales agentes que causa diarrea en perros jévenes
es el parvovirus canino (CPV) (Appel et al. 1979) el cual se ha reportado en
casos de co-infeccion con Campylobacter (Sandstedt y Wierup, 1981). El
significado clinico de la presencia de Campylobacter no esta claro y parece
estar asociado con distintos factores, incluida la presencia de diarreas. Los
cachorros menores a 2 afos de edad y perros ancianos presentan mayor
prevalencia de Campylobacter que los perros adultos (Engvall et al. 2003;
Malayeri et al. 2014; Parsons et al. 2010; Procter et al. 2014). En Sudamérica

son escasos los estudios publicados de la prevalencia de Campylobacter en
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perros, existiendo datos de Argentina (Lopez et al. 2003) y Brasil (Rodrigues et
al. 2015).

El género Campylobacter, que estd asociado principalmente a vertebrados
endotérmicos, se encuentra también en reptiles, que son vertebrados
ectotérmicos poiquilotermos. Por lo tanto las especies de Campylobacter
presentes en reptiles se deben adaptar a un rango mayor de temperatura y con
medias de 20 a 35°C, inferiores a la de los mamiferos homeotermos (37 a
39°C) (Gilbert, 2015). Sin embargo hasta el momento no se han reportado en
estos animales casos de enfermedades causadas por Campylobacter (Gilbert
et. al. 2014a). Se han aislado Campylobacter fetus subsp. testudinum (Gilbert
et al. 2013), Campylobacter hyointestinalis (Gilbert, 2015); y dos especies
recientemente descritas: Campylobacter iguaniorum (Gilbert et. al. 2014b) y
Campylobacter geochelonis (Piccirillo et al. 2016) que estan genéticamente

relacionadas a C. fetus y a C. hyointestinalis.

En este trabajo se inici6 un estudio del género Campylobacter en animales
hospederos (perros y reptiles) de la region mediante la estandarizacion de
protocolos de extraccion y métodos moleculares. Los resultados obtenidos

contribuyen al conocimiento de la ecologia y evolucién del género.
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3. OBJETIVOS

3-1 General

-Detectar y caracterizar genéticamente bacterias del género Campylobacter

presentes en materia fecal de perros y reptiles de la region.

3-2 Especificos

-Evaluar y comparar diversos métodos de extraccion de ADN de materia fecal.
-Poner a punto un control interno de la extraccion mediante la amplificacién del
gen 16S de bacterias y arqueas en general.

-Poner a punto una PCR basada en el gen 16S para la identificacion del género
Campylobacter a partir de materia fecal.

-ldentificar las especies presentes en las muestras positivas mediante el
andlisis de secuencias del gen 16S.

- Realizar andlisis filogenéticos para determinar la relacion de las variantes de

Campylobacter encontradas con el resto de las cepas del género.
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4. MATERIALES Y METODOS

4-1 Estrategia general

La estrategia de este trabajo consisti6 en la deteccion y caracterizacion
molecular de bacterias del género Campylobacter. Para ello, en primer lugar se
puso a punto la extraccion de ADN de muestras de materia fecal provenientes
de perros y reptiles de la region. Se estandarizé6 una PCR de control de
integridad del ADN extraido mediante la amplificacion de un fragmento del gen
16S de bacterias y arqueas en general. Luego se puso a punto una
metodologia de diagnéstico basada en PCR para amplificar un fragmento del
gen 16S del género Campylobacter. Estos ultimos amplicones fueron enviados
a secuenciar para realizar la caracterizacion genética (identificacion de
especies de Campylobacter). Se realizé la edicion y ensamblado de las
secuencias mediante herramientas informaticas. Se compararon entre si y con

secuencias existentes en las bases de datos mediante analisis filogenéticos.

4-2 Muestras

Se analizaron 211 muestras de materia fecal provenientes de perros,

comprendidas en tres grupos en base a los antecedentes clinicos (Anexo A):
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A. 163 muestras de diarrea con diagnéstico molecular positivo para
parvovirus canino (CPV).
B. 30 muestras de diarrea con diagnostico molecular negativo para
parvovirus canino (CPV).

C. 18 muestras de perros sanos.

Las muestras de los grupos Ay B son parte del stock de nuestro laboratorio. Se
utilizaron las extracciones de ADN gue se encuentran almacenadas a -20 °C.
Estas muestras fueron brindadas por diferentes laboratorios y veterinarias de
Uruguay, Brasil, Argentina, Paraguay y Ecuador con los cuales nuestro grupo
mantiene colaboraciones. Cada muestra ingresé acompafada por su ficha
técnica correspondiente. Las muestras del grupo C fueron tomadas en el
contexto del presente trabajo con el consentimiento de los duefios de las
mascotas y acomparfadas por su ficha técnica correspondiente, siendo todas

de Uruguay.

Se analizaron 78 muestras de materia fecal de reptiles sanos autoctonos y
exoticos (Anexo B). Las mismas fueron brindadas por dos reptilarios
Uruguayos: el “Bioterio de Animales Ponzonosos (Serpentario)” ubicado en el
Instituto de Higiene (Facultad de Medicina - UdelaR) en Montevideo y el

Criadero de Reptiles “Alternatus Uruguay” ubicado en Piriapolis, Maldonado.
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Para la estandarizacion de las metodologias se utilizaron dos muestras como
controles positivos, la denominada 97384 que es un aislamiento obtenido de
abomaso fetal y -caracterizada previamente como Campylobacter fetus
venerealis intermedius (Cfvi) (Calleros, 2015) y la llamada 11427 que es un
aislamiento obtenido de mucus vaginal vacuno y previamente caracterizada

como Campylobacter fetus venerealis (Cfv) (Calleros et al. 2016).

4-3 Estandarizacion de metodologias

Se emplearon y evaluaron dos métodos de extracciéon de ADN, uno comercial y
especialmente disefiado para extracciones de ADN a partir de materia fecal
(“QlIAamp DNA Stool Mini Kit” de Qiagen), y otro no comercial descrito por
Schunck et al. (1995) denominado “Fast Boiling Preparation”. Se tomaron dos
muestras de materia fecal de perros con sintomas clinicos de CPV, que ya
habian sido diagnosticadas como positivas por métodos moleculares e
identificadas como CPV 426 y CPV 463. Las mismas fueron procesadas
mediante el método del kit comercial siguiendo el protocolo de “Extraccion de
ADN de materia fecal para deteccion de patogenos” (Anexo C) y mediante la
variante del método “Fast Boiling Preparation” (Anexo C). Luego se realizo el
diagndstico habitual para CPV mediante PCR (Pérez et al. 2012). Por otro lado
se tomo6 una muestra de reptil llamada UyN210R_2013 y se le aplicaron ambos
protocolos de extraccion de ADN a la muestra pura y a la misma muestra

contaminada con un cultivo de Campylobacter fetus (97384).
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Posteriormente, con el fin de comparar las diferentes extracciones en funcion
de la integridad del ADN bacteriano extraido y descartar la presencia de
inhibidores que impidiesen la amplificacion, se puso a punto una PCR para
amplificar un fragmento del gen 16S de bacterias y arqueas en general
utilizando todas las extracciones mencionadas arriba. Para la estandarizacion
se probaron dos combinaciones de tres primers tomados individualmente de
diferentes fuentes bibliograficas, un forward: Bac27F, y dos reverse: 534R
Univl492R (Tabla 3). Estos primers hibridan en regiones del gen 16S
conservadas cuyas secuencias son comunes a todas las especies conocidas
de bacterias y arqueas (DeLong, 1992; Jiang et al. 2006; Lane et al. 1985; Ott

et al. 2004; Weisburg et al. 1991).

Por dltimo, se estandariz6 una PCR para la deteccion del género
Campylobacter en la muestra UyN210R_2013 contaminada. En la misma se
utilizaron los primers C412F y C1228R (Tabla 3), que amplifican
especificamente una region de 816 pb del gen 16S del género (Linton et al.

1996).

Para todos los protocolos de PCR las concentraciones de los reactivos y
condiciones de ciclado utilizadas fueron puestas a punto. Se utilizaron tres tipos
de Taq polimerasa diferentes. Se ajustaron las concentraciones de MgCl,,
seroalbumina bovina (BSA), deoxyribonucleotidos (ANTPs) y ADN molde hasta

obtener una amplificacién satisfactoria. Se varié6 también la temperatura de
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hibridacion de los primers y los tiempos de extension. Las reacciones se

realizaron en un termociclador con gradiente de temperatura CG1-96 (Corbett

Research).

Tabla 3. Primers utilizados en los ensayos de PCR. Se indica su secuencia,

la especificidad y la referencia bibliografica.

Primers Secuencia(5’-3") Especificidad Referencia
Bacterias y
Bac27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG arqueas en Ott et al. 2004
general
Bacterias y
Lane et al.
534R ATTACCGCGGCTGCTGG arqueas en
1985
general
Jiang et al.
Bacterias y
2006;
Univl492R CGGTTACCTTGTTACGACTT argueas en
Weisburg et
general
al. 1991
Género Linton et al.
C412F GGATGACACTTTTCGGAGC
Campylobacter 1996
Género Linton et al.
C1228R CATTGTAGCACGTGTGTC
Campylobacter 1996
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4-4 Aplicacion de las herramientas moleculares en las muestras de campo

Luego de estandarizadas, las metodologias fueron aplicadas a las 211

muestras de perros y 78 muestras de reptiles.

A los resultados de prevalencia de Campylobacter obtenidos se aplico el Test
de x? para evaluar si existe una diferencia estadisticamente significativa en la

presencia de Campylobacter entre los distintos grupos de datos.

4-5 Secuenciacioén

Los amplicones se observaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,8% en buffer 1X TAE (Tris, Acetato, EDTA) tefiidos con bromuro de etidio
(0.5 pg/mL) a 90 volts y 150 mA durante 15-20 minutos y visualizacién en un
transiluminador con luz UV. Se seleccionaron 22 amplicones de 816 pb
correspondientes al gen 16S representantes de todos los grupos estudiados y

se los purificé utilizando el kit Zymo DNA Clean & Concentrator™®

, segun las
instrucciones del fabricante (Anexo C). Luego se cuantificaron los productos
obtenidos en un espectrofotometro NanoDrop2000 (Thermo) y se enviaron a

secuenciar en un solo sentido por el método de Sanger al servicio de

secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo o a Macrogen Korea.
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4-6 Analisis bioinformaticos

Las secuencias del gen 16S obtenidas por secuenciacién fueron editadas,
ensambladas y corregidas mediante el programa SegMan, del paquete

Lasergene 7.0 (DNASTAR).

Se realizd una busqueda en la base de datos de Taxonomia del GenBank
(National Center for Biotechnology Information, ncbi.nlm.nih.gov) de todas las
secuencias de 16S de Campylobacter disponibles activando el filtro: "rRNA". Se
obtuvieron asi 115 secuencias y 2170 genomas completos del género
Campylobacter, de los cuales se seleccionaron los fragmentos pertenecientes

al gen 16S.

Mediante el programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013) se realizé un alineamiento
de las secuencias obtenidas en este trabajo junto a las obtenidas de la base de
datos utilizando el algoritmo ClustalW. Se excluyeron las secuencias que
presentaron muchas bases no definidas ("N"). Se seleccionaron las
secuencias no redundantes (86) del género y junto a las obtenidas en este
trabajo se construyo un arbol filogenético de maxima verosimilitud. Como grupo
externo se utiliz6 una secuencia de Arcobacter cryaerophilus (Numero de
acceso: KT225286.1) y una de Sulfurospirillum deleyianum (Namero de acceso:
NR_074378.1). El modelo de sustitucion que mejor se ajustd al conjunto de

datos fue Kimura 2-parametros con distribucion gamma y sitios invariantes
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(K2+G+I). Para el célculo del soporte estadistico se utilizaron 1000 réplicas de
bootstrap. Para visualizar el arbol se utilizaron los programas FigTree 1.4.3

(Rambaut, 2014) e Inkscape 0.92.

Mediante el programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013), utilizando el modelo de

sustitucion p- distance, se calcularon y analizaron las distancias nucleotidicas

intra y entre los diferentes grupos.
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5. RESULTADOS

5-1 Estandarizacion de metodologias

En primer lugar se llevé a cabo la evaluacién y comparacion de dos métodos
de extraccion de ADN, uno comercial (Kit Qiagen) y otro no comercial (variante
de “Fast Boiling Preparation”). Se tomaron dos muestras de materia fecal de
perros con sintomas clinicos de CPV y diagnosticados previamente como
positivos por métodos moleculares. Al aplicarse ambos métodos de extraccion
y luego realizar el digndstico habitual para CPV los dos protocolos resultaron
igualmente eficientes y en ambas muestras se detecté el genoma viral. Luego
se aplicaron ambos protocolos de extraccion a una muestra de materia fecal de

reptil pura y a la misma muestra contaminada con un cultivo de Campylobacter.

Posteriormente se estandariz6 la PCR de control de integridad del ADN en
todas las muestras mencionadas. El par de primers Bac27F/524R amplificé un
fragmento de 507 pb del gen 16S de bacterias y arqueas, mientras que el par
Bac27F/Univ1492R amplifico6 un fragmento de 1500 pb del mismo gen (Figura
2). Los resultados obtenidos con ambos protocolos de extraccion mostraron un

producto de amplificacion especifico.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% al utilizar los primers
gue amplifican el gen 16S de bacterias y arqueas. Se muestran los
amplicones de 507 pb y 1500 pb obtenidos por PCR al combinar los distintos
juegos de primers. Carriles 1, 2, 6 y 7: muestra CPV426; Carriles 3, 4,8y 9
muestra UyN210R_2013 contaminada; carril 10: Blanco. Carriles 5 y 11:
marcador de peso molecular. En el peine superior se muestran los resultados
con una temperatura de hibridacion de 54 °C y en el peine inferior cuando ésta
fue de 53 °C.

Para continuar con la aplicacion de las metodologias en todas las muestras
analizadas, se optd por utilizar el método de extraccion de ADN no comercial
por ser mas econdmico y para la aplicacion de la PCR de control de integridad
se escogio el juego de primers formado por Bac27F (Ott et al. 2004) y 534R
(Lane et al. 1985) que juntos amplifican el fragmento de menor tamaifo. El

protocolo usado en esta PCR se indica en el Anexo D.
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Por ultimo, se estandarizararon las condiciones de reaccidn necesarias para
amplificar el fragmento de 816 pb del gen 16S de Campylobacter en la muestra
contaminada. Se aplicé la PCR descrita por Linton et al. (1996) pero no se
obtuvieron resultados positivos. Por ese motivo se probaron varios protocolos
con variaciones en la temperatura de hibridacién. Se obtuvieron los mejores
resultados al realizar 15 ciclos a 53°C, 15 ciclos a 52°C y 15 ciclos a 51°C de
temperatura de hibridacion (Figura 3). El protocolo usado finalmente se indica

en el Anexo E.

Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% al estandarizar la PCR
gue amplifica el gen 16S de Campylobacter en la muestra UyN210R_ 2013
contaminada. Se muestran los amplicones de 816 pb al probar distintos
gradientes de temperaturas de hibridacion. Carril 1: (15 ciclos a 52, 51, y 50°C);
Carril 2: (15 ciclos a 53, 52, y 51°C); Carril 3: Control positivo; Carril 4: Blanco;
Carril 5: Marcador de peso molecular de 816 pb.
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5-2 Aplicacién de las herramientas moleculares en las muestras de campo

Se analizaron en total 211 muestras de materia fecal de perros y 78 muestras
de materia fecal de reptiles que fueron sometidas a extraccion de ADN por fast
boiling, control de integridad del ADN extraido, y amplificacion del gen 16S
mediante la metodologia de PCR estandarizada para el diagnéstico del género

Campylobacter.

5-2-1 Control de integridad

Las muestras fueron sometidas a la PCR estandarizada para corroborar la
integridad del ADN total extraido. Se observé una banda de amplificacién de
507 pb en todas las muestras. Estos resultados se obtuvieron tanto en

muestras de perros como de reptiles (Figura 4).
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Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% al aplicar la
metodologia estandarizada de control de integridad en muestras de
campo. Carril 1: UyN315R_2015; carril 2: UyYR_2015; carril 3: Uy455P 2013;
carril 4: Uy466P_2013; carril 5: Control positivo (usado como marcador de peso
molecular); carril 6: Blanco.

5-2-2 Deteccion de bacterias del género Campylobacter

En las muestras caninas, se detectd la presencia de bacterias del género
Campylobacter, por la obtencién de un amplicén de 816 pb (Figura 5), en 68 de

las 211 muestras analizadas, lo que representa el 32,2% del total (Anexo A).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de amplicones del gen
16S del género Campylobacter obtenidos de muestras de perros.
Uy514P_2014 (carril 1: pura, carril 2: dilucién 1/10); Uy515P 2014 (carril 3:
pura, carril 4: diluciébn 1/10); Uy516P_2014 (carril 5: pura, carril 6: dilucién
1/10); Uy396P_2012 (carril 7: pura); Uy503P_2014 (carril 8: pura);
Uy383P_2012 (carril 9: dilucién 1/5); Uy499P_2014 (carril 10: pura); Blanco
(carril 11); Control positivo (carril 12); Amplicon de muestra positiva usado
como marcador de peso molecular de 816 pb (carril 13).

De las muestras positivas, 32 provienen de Uruguay, 6 de Brasil, 8 de
Argentina, 1 de Paraguay y 21 de Ecuador. La edad de los perros positivos
para el género varia entre 1 mes y 7 afios de edad (media + desviacion
estandar; 6,8 = 15,3 meses). Veintitrés muestras provienen de perros cruza, 26
de perros de raza (Cocker, Terranova, Pit bull, Caniche, Mastin, Labrador,
Golden retriever, Mastin napolitano, Schnauzer, Husky siberiano, Pastor

aleman y Boyero de Berna) y 19 muestras no presentan este dato.

Las muestras ademas se pueden dividir en tres grupos: 163 provienen de
perros con sintomas de diarrea, con diagnéstico molecular positivo para CPV
gue concuerda con la clinica, de las cuales 62 resultaron positivas para

Campylobacter (38%); 30 heces fueron obtenidas de perros que presentaban
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diarrea pero de etiologia desconocida y cuyo diagnostico molecular fue
negativo para CPV, siendo 6 las positivas para el género Campylobacter (21%);
y por ultimo 18 materias fecales fueron obtenidas de perros clinicamente
sanos; todas resultaron negativas para Campylobacter (0%) (Figura 6). Se
encontré una diferencia estadisticamente significativa en la presencia de
Campylobacter entre los perros con diarrea (CPV+, CPV-) y sanos: x* (1,
N=211) = 7,81; p<0,01. Sin embargo, la diferencia en la frecuencia del género
no fue significativa entre los grupos con diarrea por CPV y con diarrea sin CPV:
¥x? (1, N=193)= 3,84; 0,05<p<0,1. Al comparar los datos segun el pais de
procedencia, se agruparon en dos clases. La primera corresponde a muestras
de paises que comparten frontera entre si (Uruguay, Brasil, Argentina y
Paraguay) y la segunda corresponde a muestras de Ecuador, pais que no
presenta frontera con los demas. No se encontré diferencia estadisticamente

significativa entre las dos clases: x? (1, N=163)= 0,08; 0,1<p<0,9.
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Figura 6. Frecuencia del género Campylobacter en muestras de materia
fecal de perros. Se indican los resultados segun el pais de procedencia y el
grupo de muestra al cual pertenecen.

Por otra parte, se analizaron 78 muestras de materia fecal de reptiles. Se
muestrearon 13 especies distintas de serpientes (Serpentes) y 5 de lagartos
(Lacertilia) (Anexo B). Como resultado se obtuvo que 1 de las 78 muestras
analizadas (1,3%) fue positiva para el género Campylobacter y provenia de una

iguana (lguana iguana) macho en cautiverio (Figura 7).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% al utilizar los primers
que amplifican el gen 16S del género Campylobacter, en muestras de
reptiles. UyYR_2015 (1- Muestra pura, 2- dilucion 1/5, 3- dilucién 1/20);
UyFCDHR_2015 (4- Muestra pura, 5- dilucion 1/5, 6- dilucién 1/20);
UyDBMAR_ 2015 (7- Muestra pura, 8- dilucion 1/5, 9- dilucion 1/20);
UyAlbinR_2015 (10- Muestra pura, 11- dilucion 1/5, 12- diluciéon 1/20); Control
positivo usado como marcador de peso molecular (13); Blanco (14).

5-3 Analisis de secuencias

Se enviaron a secuenciar 22 amplicones de 816 pb del gen 16S en un solo
sentido con los primers 16SF o 16SR para obtener las secuencias de las
especies presentes de forma mayoritaria. Se obtuvieron secuencias limpias en
19 de ellos: 18 obtenidos de muestras caninas y 1 obtenido de una muestra de
reptil. De los 18 amplicones de materia fecal de perros, 1 (Uy396P_2012)
proviene de muestras de diarrea sin causa conocida (CPV-) y 17 de canes con
parvovirus (CPV+). Los 19 cromatogramas correspondientes fueron editados
con el programa Segman del paquete Lasergene 7.0 (DNASTAR). Las
secuencias finales obtenidas fueron de 648 pb. En 3 secuencias provenientes
de materia fecal de perros se obtuvieron picos superpuestos en el
cromatograma (datos no mostrados), lo cual es un indicativo de una posible co-

infeccion con mas de una especie o cepa de Campylobacter. Estos resultados
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no se incluyen en este trabajo ya que requieren un analisis mas detallado para

determinar su causa.

5-4 Andlisis filogenéticos y distancias nucleotidicas

Se realiz6é un andlisis filogenético de maxima verosimilitud que incluyd un total
de 107 secuencias del gen 16S, de las cuales 86 se obtuvieron de la base de
datos (Anexo F) y son representantes de 32 de las 33 especies de
Campylobacter descritas hasta el momento. No se incluyd la Unica secuencia
de C. lawrenceae submitida por encontrarse incompleta. Se incluyeron las 19
secuencias obtenidas en este trabajo y 2 utlizadas como grupo externo

pertenecientes a los géneros Arcobacter y Sulfurospirillum (Figura 8).
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En el analisis se observa un clado formado por 16 secuencias obtenidas de

materia fecal de perros (9 de Uruguay, 4 de Ecuador y 3 de Brasil), y
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secuencias de C. avium, C. troglodytis y C. upsaliensis con un soporte
estadistico del 96% (sombreado en verde en la figura 8). Dentro de este clado
las 16 secuencias caninas presentaron mayor similitud con C. upsaliensis
siendo la distancia nucleotidica interna con la especie de 0,4% y la distancia
nucleotidica media con las otras dos especies 2,6%. Se realizo un alineamiento
de estas 16 secuencias (Anexo G). El analisis reveld que en los 648
nucledtidos alineados existen en total 18 cambios nucleotidicos entre las
secuencias. De las mismas, 9 (6 de Uruguay, 1 de Brasil y 2 de Ecuador)
presentan una identidad nucleotidica del 100% entre si. La identidad
nucleotidica varia en un rango de 99,4% a 99,8% entre las 9 secuencias
anteriores y el resto. Las dos secuencias mas divergentes del grupo son
EcE48P_2011 y ECE50P_2011 con una identidad nucleotidica de 98,9% entre

si (Anexo G).

Por otra parte, se observa que la secuencias ECE39P_2011 y BrAthenaP_2014
se agrupan junto a secuencias de C. coli y C. jejuni con un 83% de soporte
estadistico. Este clado (sombreado en amarillo) presenté una distancia

nucleotidica interna del 0,1%.

Por ultimo, la secuencia obtenida de iguana UyAlbinR_2015 se agrupa con C.
iguaniorum con un soporte estadistico del 99% (sombreado en rosado). La

distancia nucleotidica dentro de este grupo fue de 0%.
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6. DISCUSION

6-1 Estandarizacion de metodologias

La estandarizacion de los métodos de extraccion de ADN y de los protocolos
de PCR es importante para lograr una correcta amplificacién. La materia fecal,
ademas de contener el ADN de interés presenta el ADN hospedero, alimentos
no digeridos y moco (Albaugh et al. 1992). Estos ingredientes tienen sustancias
que son inhibitorias de la PCR como polisacaridos, clorofila de hierbas y
vegetales, sales biliares, urea, glicolipidos, hemoglobina y heparina (Lantz et al.
1997; Monteiro et al. 1997; Pontiroli et al. 2011). La estandarizacion de la
extraccién garantiza la eliminacion de estos inhibidores (Bhagavatula y Singh,
2006). En este trabajo se disefid un experimento que incluyé dos muestras de
materia fecal de perros previamente diagnosticados como positivos para CPV,
una muestra proveniente de reptil y la misma muestra contaminada con un
cultivo de Campylobacter. Al evaluar los dos métodos de extraccion de ADN se
comprobdé que ambos fueron igualmente eficientes y por lo tanto se opté por
aplicar, en las muestras de campo, el método no comercial debido a que es
mas econdmico. Para evaluar la integridad del ADN extraido se puso a punto
una PCR que amplifica fragmentos conservados del gen 16S de bacterias y
arqueas presentes en las muestras anteriores. Se probaron dos combinaciones

de primers y en ambos casos se obtuvo el fragmento del tamafio esperado. Se
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eligié la combinacion que genera el fragmento menor para ser aplicado en las
muestras problema. Por dltimo fue necesario estandarizar la PCR descrita por
Linton et al. (1996) debido a que no se obtuvo amplificacion al probar el
protocolo original. Al probar y aplicar un ciclado en el cual se baja la
temperatura de hibridacion gradualmente en tres tiempos (15 ciclos a 53°C, 15
ciclos a 52°C y 15 ciclos a 51°C) fue posible la amplificaciéon del fragmento
esperado. Se optd por este protocolo para ser aplicado tanto en muestras de

campo de perros como de reptiles.

6-2 Diagnostico del género Campylobacter

El diagnéstico clasico del género se realiza mediante pruebas bioquimicas que
son muy sensibles pero estan limitadas por la dependencia de la obtencién del
cultivo de los microorganismos, ademas de que algunas especies han
mostrado caracteristicas bioquimicas similares (Figura et. al. 1993, Lastovica
et. al. 1993, 1994). Por lo tanto, es importante complementar o sustituir el
diagnéstico bioquimico clasico con técnicas moleculares. En este trabajo se
logré diagnosticar la presencia del género Campylobacter en 69 de 289
muestras de materia fecal analizadas mediante la estandarizacion de la
metodologia de PCR descrita por Linton et al. (1996), mediante la cual fue

posible amplificar un fragmento de 816 pb del gen 16S.
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En este trabajo la prevalencia de Campylobacter en perros sanos fue nula,
datos que concuerdan con Ogden et al. 2009 cuya prevalencia hallada en
perros sanos de Escocia fue menor al 5%. Sin embargo existen numerosos
trabajos en los que se encuentran prevalencias que varian entre 14% y 76,2%
(Begum et al. 2015; Burnens at al. 1992; Chaban et al. 2010; Engvall et al.
2003; Gras et al. 2013; Hald et al. 2004; Himsworth et al. 2010; Holmberg et al.
2015; Lépez et al. 2003; Malayeri et al. 2014; Parsons et al. 2010; Parsons et
al. 2011; Pintar et al. 2015; Procter et al. 2014; Rodrigues et al. 2015;
Sandstedt y Wierup, 1981). Esta discordancia entre los valores de perros sanos
puede deberse a la existencia de variabilidad en la prevalencia de
Campylobacter en los diferentes paises, dependiendo de las medidas
higiénicas seguidas y de las distintas realidades sociales (Begun et al. 2015).
Todos los perros considerados sanos muestreados en este trabajo pertenecen
a un entorno urbano y con un plan de sanidad conocido (carnet de vacunas,
desparasitacion, alimentacién). En cambio, en la mayoria de los trabajos
publicados anteriormente, con altas tasas de prevalencia de Campylobacter en
perros sanos, las muestras provienen de perros de perreras (Parsons et al.
2011), de clinicas veterinarias (Parsons et al. 2010) y de parques (Procter et al.
2014), que podrian ser ambientes mas propicios para la permanencia de

Campylobacter por contaminacién ambiental (Tsai et al. 2007).

Por otra parte el 38% de las muestras infectadas con parvovirus canino fueron

positivas para el género Campylobacter. Este dato es inferior, pero igualmente
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significativo, al reportado en 1981 por Sandstedt y Wierup en Suecia, quienes
encontraron una frecuencia de co-infeccion del 47% entre ambos
microorganismos. Por otro lado se detectd la presencia del genoma de
Campylobacter en 21% de las muestras de diarrea sin causa conocida. Este
dato es inferior a los reportados por Malayeri et al. 2014 (64%); Burnens et al.
1992 (44%) y Chaban et al. 2010 (97%). Sin embargo, si se toma en cuenta
gue estos autores no reportan cudal fue la causa de diarrea observada, no se
puede descartar que en algunos casos se deba al virus CPV. Si se suman los
resultados totales obtenidos en este trabajo de muestras con diarrea (CPV
positivo mas CPV negativo) se llega a un porcentaje de ocurrencia de
Campylobacter del 35,6%. Este resultado se aproxima mas a los reportados

anteriormente.

Nuestros resultados indican que la prevalencia de Campylobacter en perros es
variable y depende del estado sanitario de los animales. Es posible que
Campylobacter no esté presente en perros sanos del entorno urbano como se
encontré en este trabajo, o por lo contrario que forme parte de la flora normal
del intestino como comensales, como se ha reportado en trabajos anteriores
(Begum et al. 2015; Holmberg et al. 2015; Parsons et al. 2010; Rahimi et al.
2012; Workman et al. 2005). En casos de diarrea son posibles varios
escenarios. Si la misma no tiene causa conocida se discute si Campylobacter
es el agente etiolégico aunque no se ha encontrado evidencia (Burnens et al.

1992, Chaban et al. 2010). En casos de diarrea con agentes causales
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conocidos, puede ocurrir que la presencia de Campylobacter haga que el
medio sea susceptible para la infeccion por otros microorganismos o que
tengan un efecto sinérgico (Sandstedt y Wierup, 1981). Sin embargo, en este
trabajo no se encontré diferencia significativa entre los perros con diarrea
causada por CPV y sin causa conocida. En algunos trabajos se ha encontrado
un aumento de la prevalencia de Campylobacter en casos de diarrea, como lo
han reportado Burnens et al. (1992) en Suiza, por Carbonero et al. (2012) en
Espafia, por Chaban et al. (2010) en Canada y por Malayeri et al. (2014) en
Iran. Nuestros resultados concuerdan con estos hallazgos. También es posible
que los cambios ambientales consistentes con la condicion de diarrea
(aumento de volumen y peso de materia fecal), ya sea causada por agentes
conocidos o no, sean favorables para el desarrollo de Campylobacter en el
contexto de la microbiota intestinal (Chaban et al. 2010). El motivo y el
mecanismo por el cual se produce este aumento no son claros (Chaban et al.
2010; Malayeri et al. 2014; Rossi et al. 2008). Por otro lado, en otros trabajos
de Iran y de Italia no se ha encontrado evidencia de asociacion estadistica
entre la presencia de Campylobacter y diarrea (Rahimi et al. 2012; Rossi et al.
2008), por lo que el aumento de la prevalencia no siempre es uniforme en
perros con este sintoma (Chaban et al. 2010). En este trabajo no fue posible
hacer un estudio de la prevalencia de Campylobacter comparando perros
sanos y con diarrea segun el pais de procedencia debido a que las muestras
extranjeras analizadas provienen Unicamente de perros con diarrea causada

por CPV. La comparacion de la frecuencia del género Campylobacter en perros
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con CPV entre los paises analizados no mostré resultados estadisticamente
significativos aun cuando una de las clases comparadas correspondia a un
pais sin frontera con los demas. No se realizé un andlisis estadistico de la
frecuencia de Campylobacter segun la edad de los perros debido a que no se
contd con la informacion de este dato para todas las muestras y ademas en el
caso de perros con CPV estos pertenecen en su mayoria a cachorros (Anexo

A).

En cuanto a la ocurrencia del género Campylobacter en reptiles sanos, Gilbert
et al. (2015) realizaron un estudio de 444 reptiles de varias especies en Nueva
Zelanda. En el mismo se encontré una prevalencia del género del 44,8%. En el
presente trabajo se detecté el genoma del género Campylobacter en 1 de 78
muestras de reptiles (1,3%). Esta baja frecuencia puede deberse a varios
motivos. En primer lugar porque se muestrearon Unicamente dos tipos de
reptiles: Serpentes (serpientes) y Lacertilia (lagartos). Esto puede ser
significativo si se toma en cuenta que en su trabajo Gilbert et al. (2015) ademas
muestrearon ejemplares de tortugas, siendo éstas las que presentaron mayor
prevalencia para el género (60,4%) frente a 38% en lagartos y 32% en
serpientes. En segundo lugar porque se contd Unicamente con una muestra de
Iguana iguana, que fue la especie de reptil positiva para el género en este
trabajo, en el mencionado trabajo se muestrearon 19 iguanas que explican un

10,9% de los positivos dentro del grupo de lagartos.
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6-3 Deteccidn de especies del género Campylobacter

Mediante la secuenciacion de los amplicones de 816 pb del gen 16S de
Campylobacter obtenidos por PCR fue posible la identificacion de las especies
encontradas. En perros, de las 18 secuencias obtenidas, (todas de casos de
diarrea), 16 corresponden a C. upsaliensis (88,9%). Las otras 2 corresponden a
C. jejuni o C. coli (11,1%). Segun la filogenia obtenida y la similitud de
secuencia con las presentes en la base de datos no fue posible dilucidar si
estas ultimas son C. jejuni o C. coli. Estas dos especies presentan similitud muy
alta en el loci 16S y con frecuencia son indistinguibles (On, 2005). Para poder
determinarlas se podria amplificar y secuenciar otras regiones del genoma
como el gen atpA (Miller et al. 2014). Segun algunos trabajos anteriores, las
especies encontradas son las mas prevalentes en perros, tanto sanos como
con diarrea. En casos de diarrea, la prevalencia de C. upsaliensis varia entre
0% (Rahimi et al. 2012) y 84,6% (Chaban et al. 2010) entre las muestras
positivas. Por otro lado C. jejuni varia entre 7% (Burnens et al. 1992) y 62,5%
(Malayeri et al. 2014). Por ultimo, la prevalencia de C. coli varia entre 8,3%
(Rahimi et al. 2012) y 24,6% (Chaban et al. 2010). Las diferencias encontradas
en las prevalencias pueden deberse a las distintas metodologias utilizadas. Los
trabajos anteriores estuvieron centrados en la deteccién de ciertas especies de
Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis, C. helveticus y C. lari). En
algunos casos se emplearon Unicamente técnicas de PCR que identifican una

especie 0 un grupo de especies de Campylobacter (Chaban et al. 2010;
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Himsworth et al. 2010), y en otros trabajos se utilizaron estas técnicas
combinadas con la obtencion del cultivo (Carbonero et al. 2012; Tsai et al.
2007). Como no existen condiciones de crecimiento 6ptimas comunes a todas
las especies estos estudios se limitan a aquellas que si son capaces de crecer
en los medios seleccionados. En este trabajo se emplearon herramientas
moleculares que son independientes de cultivo, presentan alta sensibilidad
(Platts-Mills et al. 2014) y son capaces de detectar cualquier especie conocida
de Campylobacter presente en la muestra mediante secuenciacion del gen 16S

del género.

En reptiles la especie encontrada en este trabajo, C. iguaniorum, fue reportada
también en una iguana, en varias especies de serpientes y de tortugas, entre
ellas una tortuga leopardo enferma (Benejat et al. 2014). En el afio 2014 se
obtuvo el primer genoma completo, proveniente de un dragon barbudo (Gilbert
et al. 2014b). El rol del género Campylobacter en la patogenia de reptiles es
discutible porque ninguna especie se ha asociado directamente a una
enfermedad. La especie C. iguaniorum ha sido aislada tanto de reptiles sanos
como de enfermos, aunque no se la ha vinculado directamente como el agente

etiologico (Benejat et al. 2014).
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6-4 Animales domeésticos y silvestres como hospederos del género

Campylobacter y su rol zoondético

El interés creciente en Campylobacter radica en el rol que desempefia en la
patogenia de diversas enfermedades y en el ambiente (Lastovica et al. 2014).
Los animales domésticos, de granja y salvajes son reservorios naturales de las
bacterias del género Campylobacter, donde éstas se encuentran como
comensales en el intestino (Skirrow, 1991). La prevalencia de Campylobacter
es mayor en animales de granja, seguido por mascotas y después animales
salvajes (Pintar et al. 2015). Se excretan en las heces y pasan al ambiente
encontrandose en el agua, el suelo y las playas (Ogden et al. 2009). Varias
especies de Campylobacter fueron descritas como causantes de enfermedades
en humanos y animales (Lastovica y Allos, 2008). La campylobacteriosis es
una enfermedad zoonoética y una de las principales causas de gastroenteritis
bacteriana en humanos (Olson et al. 2008; Chaban et al. 2010) causada
principalmente por C. coli y C. jejuni, y en menor medida por C. upsaliensis, C.
concisus, C. gracilis, C. rectus y C. showae (Lastovica y Allos, 2008). Las rutas
de contagio mas conocidas son dos: por medio de la ingestion de alimentos
contaminados (principalmente los de origen animal) y por medio de rutas
ambientales (ingesta de agua contaminada y contacto directo con animales o
con sus heces) (Fullerton et al. 2007). El contacto de humanos con perros
debido a la convivencia y compafila mutua existente hace miles de afos
supone un riesgo importante (Grzeskowiak et al. 2015). Se reporta que el 6%

de las gastroenteritis causadas por Campylobacter en humanos son
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transmitidas por mascotas (Tenkate y Stafford, 2001). ElI hecho de que los
perros sean portadores de C. coli y C. jejuni, como pudimos confirmar en
nuestro trabajo, enfatiza este riesgo. Los reptiles son considerados reservorios
naturales de Campylobacter (Gilbert et al. 2014b). En Europa y América del
Norte estos animales son adquiridos como mascotas y en Asia como fuente de
alimento (Gilbert et al. 2015). En paises de la region, como Uruguay, los
reptiles no tienen un rol relevante como mascotas convencionales, pero los que
son autoctonos y conviven en zonas cercanas a establecimientos de campo
podrian tener un rol importante en el contagio inter-especie con animales y
humanos. De las cuatro especies encontradas en estos animales, C. fetus
testudinum, C. hyointestinalis, C. iguaniorum y C. geochelonis, las dos primeras
son consideradas agentes patdgenos en humanos (Lastovica et al. 2014; Tu et
al. 2004). Las otras dos fueron recientemente descritas y su posible rol
zoon6tico aun no se ha investigado (Gilbert et al. 2015, Piccirillo et al. 2016).
Por estos motivos es importante continuar con el relevamiento de
Campylobacter en estos reservorios. Esto contribuye a ampliar el conocimiento

de la filogenia y epidemiologia del género.
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7. CONCLUSIONES

e Se compararon dos metodologias de extraccion de ADN que resultaron
tener un desempeiio similar.

e Se estandarizé una metodologia basada en PCR para la amplificacion
de un fragmento de 507 pb del gen 16S de bacterias y arqueas utilizada
como control de integridad del ADN extraido.

e Se estandariz6 una PCR para la amplificacion de un fragmento de 816
pb del gen 16S del género Campylobacter en muestras de materia fecal
de perros y reptiles.

e En perros se encontré una prevalencia del género Campylobacter del
35,6 % en animales con diarrea. No se encontraron casos positivos en
perros sanos.

e EIl 88,9% de los amplicones obtenidos en perros correspondieron a C.
upsaliensis y el 11,1% a C. jejuni o C. coli.

e En reptiles se detectd la presencia de Campylobacter en una muestra
(1,3%) que corresponde a la especie C. iguaniorum.

e Todos estos resultados reafirman la importancia de la vigilancia
epidemioldgica del género en animales domeésticos y silvestres por el rol

gue estos desempefian como reservorio natural.
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8. PERSPECTIVAS

e Continuar con el relevamiento del género Campylobacter en animales de
companiia de la region. Esto permitiria analizar la frecuencia por edad y
en base al estado clinico del animal.

e Ampliar el muestreo a otras especies tanto de reptiles como de
mamiferos.

e Amplificar el gen 16S completo y otras regiones del genoma de las dos
secuencias obtenidas que se agrupan con C. coli y C. jejuni para
dilucidar a cual o cuales de estas especies corresponden.

e Aislar las especies presentes en perros, secuenciar su genoma y
compararlas con las que se encuentran en humanos.

e Aislar la cepa de Campylobacter iguaniorum encontrada en la muestra
de reptil Uy_AlbinR_2015 para luego secuenciar el genoma completo y
compararlo con los presentes en la base de datos.

e Analizar las secuencias obtenidas con picos superpuestos con mayor
profundidad mediante secuenciacion profunda o clonacién para

determinar, en caso de co-infeccion, las especies presentes.
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ANEXO A.

Tabla de muestras de materia fecal de perros analizadas en este trabajo. Se indica el afio de colecta, la edad del
animal, la raza, el sexo, los sintomas clinicos, el pais de donde proviene, el resultado de la amplificacién del gen 16S de
Campylobacter y el grupo al cual pertenecen las muestras (azul: CPV+, verde: CPV-, rosado: sanos).

Afo de . . PCR
Muestra colecta Edad Raza Sexo Sintomas Pais Campylobacter
Uy397P_2011 2011 8 meses Sin datos Macho Voémitos, gastroenteritis, diarrea Uruguay Positivo
Uy383P_2012 2012 4 meses Cruza Hembra Vomitos, gastroenteritis hemorragica Uruguay Positivo
Uy384P_2012 2012 6 semanas Cruza Hembra Vémitos, anorexia, gastroenteritis hemorragica Uruguay Negativo
Uy385P_2012 2012 6 semanas Dachshund Hembra Vémitos, gastroenteritis hemorragica Uruguay Negativo
Fiebre, vémitos, piodermia abdominal,
Uy386P_2012 2012 7 semanas Bulldog francés Macho gastroenteritis, diarrea hemorragica fétida, Uruguay Negativo
depresion-decaimiento
Uy387P_2012 2012 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Uruguay Negativo
Uy388P_2012 2012 5 meses Labrador Macho Vomitos, gastroengeég:;nrlieerggraglca, € SIS, Uruguay Negativo
Uy389P_2012 2012 6 meses Labrador Macho Fiebre, vémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea Uruguay Negativo
Fiebre, vémitos, anorexia, diarrea hemorragica, s
Uy390P_2012 2012 8 meses Cocker Hembra depresién-decaimiento. Uruguay Positivo
Uy391P_2012 2012 3 meses Caniche Hembra FIE0E, VEEE, anorexia, EEBIEEETS Uruguay Negativo
hemorragica
Uy392P_2012 2012 5 meses Bulldog francés Hembra Fiebre, vomitos, anorexia, diarrea hemorragica Uruguay Negativo
Uy393P_2012 2012 Sin datos Cruza Macho Sin datos Uruguay Negativo
Uy394P_2012 2012 4 meses Rottweiler Macho Fiebre, gastroenteritis Uruguay Negativo
Uy395P_2012 2012 4 meses Cruza Hembra VIETIIR: gastroentjerm; h_emorraglca, SETEEIET Uruguay Negativo
ecaimiento
Uy472P_2013 2013 2 meses Bulldog francés Macho VISITIIEEES, NI, ERSICSUELS [TEe- Uruguay Negativo

hemorragica, depresiéon-decaimiento
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Ao de . . PCR
Muestra colecta Edad Raza Sexo Sintomas Pais Campylobacter
Uy473P_2013 2013 2 meses Terranova Hembra Fiebre, vémitos, gastroenteritis hemorragica Uruguay Positivo
Fiebre, vémitos, anorexia, gastroenteritis .
Uy475P_2013 2013 2 meses Labrador Hembra hemorragica Uruguay Negativo
. Vémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, n
Uy476AP_2013 2013 2 meses Bulldog inglés Macho depresion-decaimiento Uruguay Negativo
Uy476BP_2013 2013 2 meses Bulldog inglés Macho Vomitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, depresion  Uruguay Negativo
Uy476CP_2013 2013 2 meses Bulldog inglés Macho Vomitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, depresion  Uruguay Negativo
Uy476DP_2013 2013 2 meses Bulldog inglés Macho Vomitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, depresion  Uruguay Negativo
Uy476EP_2013 2013 2 meses Bulldog inglés Macho Vémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, depresion  Uruguay Negativo
. Vomitos, anorexia, gastroenteritis hemorragica, .
Uy477P_2013 2013 3 meses Pit bull Hembra depresion-decaimiento Uruguay Negativo
Uy478P_2014 2014 3 meses Pit bull Hembra Vémitos, diarrea, depresién-decaimiento Uruguay Positivo
Uy479P_2014 2014 3 meses Caniche Hembra Vémitos, diarrea, depresién-decaimiento Uruguay Negativo
Uy480P_2014 2014 2 meses Pit bull Hembra Fiebre, diarrea hemorragica Uruguay Negativo
Uy481P_2014 2014 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Uruguay Positivo
Uy483P_2014 2014 3 meses Sin datos Hembra Vémitos, dolor abdominal, diarrea hemorragica Uruguay Negativo
Uy484P_2014 2014 3 meses Cruza Hembra Fiebre, anorexia, dlarreg h_emorraglca, depresion- Uruguay e
decaimiento
Uy485P_2014 2014 3 meses Caniche Hembra FIElEnE, AEETE, vt?mltos,' anorexia, SR Uruguay Positivo
emorragica
Uy486P_2014 2014 6 semanas Labrador Hembra SE0E, VEITEE, dlg(rarg;nr;?er:graglca, e Uruguay Negativo
Uy487P_2014 2014 4 meses Mastin Macho Fiebre, vomitos, diarrea hemorragica, parasitos Uruguay Positivo
Uy488P_2014 2014 4 meses Cruza Macho ARl dlarrzaé:aedm(i)errr]?glca, depresian- Uruguay Negativo
Uy489P_2014 2014 3 meses Pit bull Hembra Vomitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
Uy490P_2014 2014 2 meses Sin datos Macho Gastroenteritis Uruguay Positivo
Uy491P 2014 2014 3 meses Dogo de Burdeos Macho No come, gastroenteritis Uruguay Negativo
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Muestra Afio de Edad Raza Sexo Sintomas Pais PCR
colecta Campylobacter
Uy492P 2014 2014 4 meses Labrador Hembra Fiebre, vqm_ltos, anorexia, gastr_oe_nterltls Uruguay Positivo
hemorréagica, depresion-decaimiento
Uy493P_2014 2014 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Uruguay Positivo
1 afiov 1 Tos, estornudos, fiebre, vomitos, anorexia,
Uy494P_2014 2014 mesy Cruza Macho gastroenteritis hemorragica, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
depresién-decaimiento, ictericia
Uy495P_2014 2014 3 meses Sin datos Macho Vémitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
. , Vémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, .
Uy496P_2014 2014 5 meses Cimarrén Hembra depresion-decaimiento Uruguay Negativo
Uy497P_2014 2014 4 meses Cruza Macho Ve, e _qastroen_terltls hemorragica, Uruguay Negativo
depresién-decaimiento
Uy498P_2014 2014 2 meses Golden retriever Hembra Vomitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
Uy499P_2014 2014 2 meses Golden retriever  Sin datos Vomitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
Uy500P_2014 2014 3 meses Pit bull Macho Vomitos, dlarre;erggir:ﬁgrnat%lca, LI Uruguay Negativo
Uy501P_2014 2014 8 meses Cruza Macho Gastroenteritis hemorragica Uruguay Positivo
Uy502P_2014 2014 7 meses Labrador Macho FIElTE, vomitos, anorexia, ezl I_|gU|da marron con Uruguay Positivo
restos de tejido mucoso, depresion-decaimiento
Uy503P_2014 2014 5 meses Sin datos Hembra Vémitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
Uy504P_2014 2014 70 dias Cruza Macho DIEIER AUEE- M BN E2, RgfIUJo BN EEIEE N, Uruguay Positivo
dolor abdominal
Uy505P_2014 2014 5 meses Labrador Macho Gastroenteritis hemorragica, vomitos, depresion Uruguay Positivo
Uy507P_2014 2014 7 afios y 4 Cocker Hembra Vomitos, anorexia, _qastroen_te(ltls hemorragica, Uruguay Negativo
meses depresién-decaimiento
Uy508P_2014 2014 2 meses Cruza Macho Vémitos, anorexia, gastroenteritis hemorragica Uruguay Negativo
Uy509P_2014 2014 4 meses Rottweiler Hembra Gastroenteritis, depresion Uruguay Negativo
Uy510P_2014 2014 3afosy 2 Sin datos Macho Fiebre, gastro'en_tentls hemorraglca_, depresién- Uruguay Negativo
meses decaimiento, dolor abdominal

69



Muestra Ao e Edad Raza Sexo Sintomas Pais PO
colecta Campylobacter
. 2 Vomitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea n
Uy511P_2014 2014 3 meses Ovejero aleman Macho hemorragica, convulsiones Uruguay Negativo
Uy512P_2014 2014 3 meses Labrador Hembra Vémitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
Uy513P_2014 2014 1 mes Cruza Macho Gastroenteritis hemorragica, shock Uruguay Positivo
Uy514P_2014 2014 S ?nneosse)sl e Cruza Hembra Anorexia, depresion-decaimiento Uruguay Negativo
Vémitos diarrea con sangre depresion-decaimiento, -
Uy515P_2014 2014 7 meses Labrador Macho dolor abdominal Uruguay Positivo
Uy516P_2014 2014 4 meses nal\giﬁ:;nno Macho Voémitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
. Vémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, .
EcE1P_2011 2011 4 meses Caniche Macho depresion-decaimiento, conjuntivitis Ecuador Negativo
. Anorexia, gastroenteritis, diarrea, depresion- .
EcE10P_2011 2011 3 meses Pit Bull Macho decaimiento Ecuador Negativo
Hipotermia, vomitos, anorexia, gastroenteritis, g
EcE12P_2011 2011 2 meses Cruza Hembra diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Negativo
ECE17P_2011 2011 5 meses Cruza Hembra Fiebre, vémito, anorexia, gastroenteritis, depresion- Ecuador Negativo
decaimiento
EcE20P_2011 2011 2 meses Schnauzer Macho Hipotermia, vomitos, anorexia, gastroenteritis Ecuador Negativo
EcE6P_2011 2011 2 meses Pastor aleman Macho IRl IEY, VRIS, anorexia, CIFETEE, CEpTEsen: Ecuador Negativo
decaimiento
VOémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, .
EcE2P_2011 2011 2 meses Cruza Hembra depresion-decaimiento Ecuador Negativo
EcE3P_ 2011 2011 3 meses Cruza Hembra Vomitos, diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Negativo
EcE4P 2011 2011 6 meses Cruza Macho Vomitos, anorexia, diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Positivo
. Fiebre, vémitos, anorexia, diarrea, depresion- .
EcE5P_2011 2011 2 meses Caniche Hembra decaimiento, conjuntivitis Ecuador Negativo
L Hipotermia, vémitos, anorexia, gastroenteritis, .
EcE7P_2011 2011 3 meses Husky siberiano Hembra diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Negativo
EcE8P_2011 2011 5 meses Cruza Hembra Vémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea Ecuador Negativo
ECE9P 2011 2011 4 mesesy 2 Cocker Macho Vomitos, anorexia, gastro_en'terltls, diarrea, SaEEle Negativo
semanas depresion-decaimiento
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AR z - PCR
Muestra ® e Edad Raza Sexo Sintomas Pais ©
colecta Campylobacter
3 mesesy 2 . Hipotermia, vémitos, anorexia, gastroenteritis, .
EcE11P_ 2011 2011 semanas Pastor aleméan Macho diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Negativo
Hipotermia, vémitos, anorexia, gastroenteritis, .
EcE13P_2011 2011 2 meses Cruza Macho diarrea, depresién-decaimiento Ecuador Negativo
EcE14P-2011 2011 2 IS Cruza Hembra st ey YO0 CRlEAEL CERIOEESL Ecuador Negativo
semanas diarrea, depresion-decaimiento
ECE15P_2011 2011 3 mesesy 2 Caniche hembra Hipotermia, vomitos, anorexia, diarrea, depresion- Ecuador Negativo
semanas decaimiento
3 mesesy 2 . Hipotermia, vémitos, anorexia, gastroenteritis, .
EcE16P_2011 2011 semanas Caniche Macho diarrea, depresién-decaimiento Ecuador Negativo
EcE18P_2011 2011 4 meses Caniche Macho o, HeEE, anorexia, diarrea, depresion- Ecuador Positivo
decaimiento
ECE19P_2011 2011 2mesesy 1l Cruza Hembra Hipotermia, vomitos, anorexia, gastroenteritis, Ecuador Negativo
semana diarrea, depresion-decaimiento
EcE21P_2011 2011 2 meses Dalmata Macho Hlpoterm_la, el anorexa, SRS, Ecuador Negativo
diarrea, depresion-decaimiento
EcE22P_2011 o011~ 4mesesyl Cruza Hembra VOIS, EMOTETE, EETEEMIEnS, e, Ecuador Negativo
semana depresién-decaimiento
ECE23P_2011 o, VIEEES YL Cruza Macho TS, ZMOTELE, GRETREMIENE. € 228, Ecuador Positivo
semana depresion-decaimiento
ECE24P_2011 o011~ 4mesesyl Cruza Hembra VOIS, EMOTEE, [EETEERIEnTS, e, Ecuador Negativo
semana depresion-decaimiento
ECE25P_2011 2011 3mesesy 1l Shar Pei Macho Fiebre, vémitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, Ecuador Negativo
semana depresién-decaimiento
EcE26P_2011 2011 s ) 2 Cruza Hembra UGS, AENEIEL ga_str_oentenns, depresion- Ecuador Positivo
semanas decaimiento
EcE27P_2011 2011 SImeses s Dachshund Hembra e, e, anorexia, diarrea, depresion- Ecuador Negativo
semanas decaimiento
EcE28P 2011 2011 352?:;:&);2 Golden retriever Macho Vomitos, anorexia, diarrea, depresidon-decaimiento Ecuador Negativo
ECE29P_2011 2011 2 mesesy 2 Cruza Hembra Hipotermia, vomitos, anorexia, gastroenteritis, Ecuador Negativo
semanas diarrea, depresion-decaimiento
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Muestra Afio de Edad Raza Sexo Sintomas Pais P
colecta Campylobacter
ECE30P_2011 2011 1 mes Cruza Macho Hipotermia, vémitos, anorexia, diarrea, depresion- Ecuador Negativo
decaimiento
. Hipotermia, vémitos, anorexia, gastroenteritis, .
EcE31P_2011 2011 5 meses Caniche Macho diarrea, depresién-decaimiento Ecuador Positivo
EcE32P_2011 2011 452(:}]3;?&22 Schnauzer Macho Vémitos, anorexia, diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Negativo
EcE33P_2011 2011 2 meses Cruza Hembra Hlpoterm_|a, LR, af‘,o rexia, ga;troenterltls, Ecuador Negativo
diarrea, depresion-decaimiento
EcE34P_2011 2011 4 meses Caniche Hembra st ek vom|toz,eig?r;?;<ﬁbdlarrea, depresion- Ecuador Positivo
EcE35P_2011 2011 2 meses Cruza Macho Vomitos, diarrea Ecuador Positivo
EcE36P_2011 2011 3 meses Cruza Macho Vomitos, anorexia, diarrea Ecuador Positivo
EcE37P_2011 2011 2 meses Schnauzer Hembra allZE vom|to(sj,eir;?nr1ei;|ri,odlarrea, U EEI0T- Ecuador Positivo
EcE38P_2011 2011 2 meses Cruza Macho Vomitos, anorexia, diarrea Ecuador Positivo
EcE39P_2011 2011 2 IMEsies vy 2 Husky siberiano Hembra EEE R anorexia, SlizlIrEy, ElEpEs e Ecuador Positivo
semanas decaimiento
ECE40P_2011 2011 3mesesyl Cruza Macho Hipotermia, vomitos, anorexia, diarrea, depresion- Ecuador B
semana decaimiento
EcE41P_2011 2011 3 meses Cruza Macho lisluie, Ui, anorexia, g_astroenterms, Lol i Ecuador Negativo
decaimiento
ECE42P_2011 2011 3 mesesyl Cruza Macho Fiebre, vomitos, anorexia, g_astroententls, depresion- Ecuador Negativo
semana decaimiento
EcE43P_2011 2011 2ImEsEs v 2 Cruza Macho R IBEH IR, vomltos_, anorexia, depresion- Ecuador Negativo
semanas decaimiento
ECE44P_2011 o011 ~ 2Mmesesys3 Cruza Macho R IESIEITEL VOIS, EIN0EXE, EERIERUEITS Ecuador Positivo
semanas depresién-decaimiento
ECE45P_2011 2011 2 mesesy 2 Cruza Macho Hipotermia, vomitos, anorexia, diarrea, depresion- Ecuador Positivo
semanas decaimiento
EcE46P_2011 2011 5 r:;;‘;ig 1 Cruza Macho Vémitos, anorexia, diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Positivo
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Muestra Al de Edad Raza Sexo Sintomas Pais el
colecta Campylobacter
2 mesesy 2 . o L ., . .
EcE47P_2011 2011 semanas Caniche Hembra Vémitos, anorexia, diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Positivo
EcE48P_2011 2011 Zsrgﬁf:r?aiz Cruza Macho Vomitos, anorexia, diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Positivo
ECE49P_ 2011 2011 3;2(;15:2&23 Cruza Macho Vomitos, anorexia, diarrea, depresion-decaimiento Ecuador Positivo
EcE50P_2011 2011 4 meses Cruza Hembra izoie, HeEE, anorexia, diarrea, depresion- Ecuador Positivo
decaimiento
4 mesesyl . . . -, . .

EcE51P_2011 2011 semana Cruza Hembra Vémitos, anorexia, diarrea, depresidn-decaimiento Ecuador Positivo
EcE52P_2012 2012 4 meses Pastor aleman Macho IRy vom|toz,eig?r;?;<ﬁbdlarrea, EEEEIEn Ecuador Positivo
EcE53P_2012 2012 2 meses Cruza Hembra Anorexia, diarrea Ecuador Negativo
BrLuckyP_2014 2014 3 meses Cruza Macho Sin datos Brasil Positivo
BrPérolaP_2014 2014 4 meses Labrador Hembra Sin datos Brasil Negativo
BrMelP_2014 2014 Sin datos Sin datos Hembra Sin datos Brasil Negativo
BrCindyP_2014 2014 Sin datos Sin datos Hembra Sin datos Brasil Negativo
BrNeguinhoP_2013 2013 6 meses Cruza Macho Sin datos Brasil Negativo
BrTedP_2014 2014 4 meses Pastor aleméan Macho Sin datos Brasil Negativo
BrChazanP_2014 2014 4 meses Cruza Macho Sin datos Brasil Negativo
BrBetoP_2014 2014 3 meses Cruza Macho Sin datos Brasil Positivo
BrAthenaP_2014 2014 4 meses Boyero de Berna Hembra Sin datos Brasil Positivo
BrPB1P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB2P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB3P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB4P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB5P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB6P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB7P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
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Muestra Ao e Edad Raza Sexo Sintomas Pais PO
colecta Campylobacter

BrPB8P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Positivo
BrPB10P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB11P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB12P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB14P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB15P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB16P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB18P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB19P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB20P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB21P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB22P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrSpakeP_2012 2012 Sin datos Sin datos Macho Sin datos Brasil Positivo
BrA4P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrMelP_2014 2014 Sin datos Sin datos Hembra Sin datos Brasil Negativo
BrBillyP_2014 2014 Sin datos Sin datos Macho Sin datos Brasil Negativo
BrPB9P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB13P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrPB17P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
BrD1P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Positivo
BrD3P_2013 2013 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Brasil Negativo
ArArg9P_2003 2003 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
ArArg32P_2008 2008 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Negativo
ArArg35P_2008 2008 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
ArArg64P_2010 2010 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
ArArg66P_2010 2010 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
ArArg67P_2010 2010 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Paraguay Positivo
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Afio de . . PCR
Muestra colecta Edad Raza Sexo Sintomas Pais Campylobacter
ArArg26P_2008 2008 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
ArArg33P_2008 2008 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Negativo
ArArg50P_2009 2009 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Negativo
ArArg71P_2010 2010 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Negativo
ArArg72P_2010 2010 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
ArArg68P_2010 2010 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
PyPy1P_2009 2009 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Argentina Positivo
Uy522P_2014 2014 4 meses Pit bull Macho Vémitos, gastroenteritis, diarreas intermitentes Uruguay Negativo
Hipotermia, Vémitos, gastroenteritis hemorragica,
Uy474P_2013 2013 3 meses Labrador Hembra diarrea hemorragica abundante, liquida, olor fétido, Uruguay Negativo
estado de shock
Uy385P-2012 2012 6 semanas Dachshund Hembra Vomitos, gastroenteritis hemorragica Uruguay Negativo
Uy395P_2012 2012 4 meses Cruza Hembra VISR, gastroenfjerltls h_emorraglca, LERL Uruguay Negativo
ecaimiento
Fiebre, vémitos, anorexia, gastroenteritis,
Uy396P_2012 2012 7 afos Cruza Macho convulsiones, diarrea hemorragica, depresién- Uruguay Positivo
decaimiento
U 1lafioy 6 . . . .
y398P_2011 2011 meses Sin datos Macho Fiebre, diarrea con sangre Uruguay Negativo
Conjuntivitis, fiebre, vdmitos, anorexia,
Uy401P_2012 2012 5 meses Golden retriever Hembra gastroenteritis, diarrea liquida, depresion- Uruguay Negativo
decaimiento
Uy411P_2012 2012 3 meses Labrador Hembra Vémitos, gastroenteritis hemorragica Uruguay Positivo
Uy413P_2012 2012 9 afos Yorkshire terrier Hembra Ao hlpotermla_,’gastroe_nt('arltls TETMEE/GE. Uruguay Negativo
depresién-decaimiento
Uy415P_2012 2012 4 afios Husky siberiano Hembra Diarrea con sangre, depresion-decaimiento Uruguay Negativo
Uy429P_2012 2012 2 meses Cruza Hembra Anorexia parcial, gastroenteritis, diarrea liquida con Uruguay Negativo

sangre y flemas, leve depresidn-decaimiento
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Ao de . . PCR
Muestra colecta Edad Raza Sexo Sintomas Pais Campylobacter
Uy436P_2012 2012 4 meses Sin datos Sin datos VIS gastroente;ltésétlgimuc:jrgzg|ca, EgD moiule Uruguay Negativo
. . Vémitos, anorexia, diarrea liquida con sangre, n
UyH5P_2012 2012 2 meses Cimarrén Hembra depresion-decaimiento Uruguay Negativo
Vémitos, anorexia, gastroenteritis muco-
Uy455P_2013 2013 3 meses Cimarrén Macho hemorragica, depresion-decaimiento, Uruguay Negativo
deshidratacion, leucopenia.
Uy466P_2013 2013 2 afios Sin datos Sin datos Sin datos Uruguay Negativo
Uy366P_2011 2011 1 afio Labrador Hembra Sin datos Uruguay Negativo
Uy360P_2011 2011 9 meses Sin datos Sin datos Sin datos Uruguay Negativo
Uy359P_2011 2011 3 meses Sin datos Macho Vémitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
Uy356P_2011 2011 Sin datos Bulldog francés Macho Sin datos Uruguay Negativo
Uy355P_2011 2011 Sin datos Pastor aleméan Macho Sin datos Uruguay Negativo
Uy340P_2011 2011 Sin datos Pastor aleméan Sin datos Sin datos Uruguay Positivo
Uy325P_2011 2011 & ;neosseg 8 Cruza Hembra Gastroenteritis hemorragica, depresién-decaimiento  Uruguay Negativo
Uy314P_2011 2011 3 meses Pit bull Macho Diarrea maloliente, hemorragica Uruguay Negativo
3 mesesy 2 Fiebre, vomitos, anorexia, gastroenteritis, diarrea, .
Uy313P_2011 2011 semanas Labrador Macho depresion-decaimiento Uruguay Negativo
Uy309P_2011 2011 8 meses Pastor aleméan Macho Vémitos, diarrea con sangre, convulsiones Uruguay Negativo
Uy304P_2011 2011 Sin datos Cruza Macho Sin datos Uruguay Negativo
Uy299P_2011 2011 2 meses Labrador Macho Fiebre Uruguay Positivo
. Vémitos, anorexia, gastroenteritis hemorragica, .
Uy278P_2010 2010 2 meses Caniche Hembra deshidratacion Uruguay Negativo
Uy274P_2010 2010 8 meses Golden retriever Hembra Vomitos, diarrea hemorragica Uruguay Positivo
Uy273P_2010 2010 4 meses Cimarrén Macho Materia fecal blanda, coma Uruguay Negativo
UySaraP_2015 2015 © ?nneo;g e Cruza Hembra Sana Uruguay Negativo
UyPelusaP_2015 2015 6 afios Cruza Hembra Sana Uruguay Negativo
UyTheoP_2015 2015 2 meses Cruza Macho Sano Uruguay Negativo
UyColoP_2015 2015 9 aflos Cruza Macho Sano Uruguay Negativo
UyKimbaP_2015 2015 4 afios Cruza Hembra Sana Uruguay Negativo
UYClementinaP_2015 2015 4 meses Fox terrier Hembra Sana Uruguay Negativo
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ANEXO B.

Tabla de muestras de materia fecal de reptiles analizadas en este trabajo. Se indica el afio de colecta, el tipo de
reptil, la especie, el nombre comun, el resultado de la amplificacion del gen 16S de Campylobacter y el reptilario del cual
provienen las muestras (rosado: Bioterio de Animales Ponzofosos (Serpentario), celeste: Criadero de Reptiles

(“Alternatus Uruguay”).

Muestra Afo de colecta Uijge (_je Especie Nombre comun el
reptil Campylobacter
UyQC44AR_2013 2013 Serpiente Philodryas aestiva Culebra verde Negativo
UyQA115R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN279R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQA117R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyQC92R_2013 2013 Serpiente Lygophis anomalus Culebra de lineas amarillas Negativo
UyQC72R_2013 2013 Serpiente Paraphimophis rustica Culebra marrén Negativo
UyQC34R_2013 2013 Serpiente Paraphimophis rustica Culebra marrén Negativo
UyQA116R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN421R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyA400R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyQC130AR_2013 2013 Serpiente Philodryas patagoniensis Parejera Negativo
UyN462R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyA327R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyQA120R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN427AR_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQN126R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQN127R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyA425R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyA418R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN210R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyA377R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyA392R_2013 2013 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyA416R_2014 2014 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyA454R_2014 2014 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyColoniaR_2014 2014 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
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~ Tipo de . . PCR
Muestra Afo de colecta reptil Especie Nombre comun Campylobacter

UyN281R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara MR
UyN314AR_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN422R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN424R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN427BR_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN427CR_2014 2014 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQN128AR_2014 2014 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQN128BR_2014 2014 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQN129R_2013 2013 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQN132R_2014 2014 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyA441R_2015 2015 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN315R_2015 2015 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQA145R_2015 2015 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyQC44BR_2015 2015 Serpiente Philodryas aestiva Culebra verde Negativo
UyN314BR_2015 2015 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQN140R_2015 2015 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQC130BR_2015 2015 Serpiente Philodryas patagoniensis Parejera Negativo
UyQA138R_2015 2015 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN286R_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQA117CR_2016 2016 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyPHPR_2015 2015 Serpiente Philodryas patagoniensis Parejera Negativo
UyN281CR_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN353BR_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN208R_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyQC72BR_2016 2016 Serpiente Paraphimophis rustica Culebra marrén Negativo
UyA348R_2016 2016 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN315BR_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN281BR_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN322R_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyN462BR_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyA426R_2015 2015 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyN315CR_2016 2016 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyBoirunaR_2016 2016 Serpiente Boiruna maculata Musurana negra Negativo
UyQA143R_2016 2016 Serpiente Bothrops alternatus Crucera Negativo
UyQC130CR_2016 2016 Serpiente Philodryas patagoniensis Parejera Negativo
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Muestra Afio de colecta Uope fje Especie Nombre comun .
reptil Campylobacter
UyBCER_2015 2015 Serpiente Boa constrictor imperator Boa constrictora emperador Negativo
UySDMR_2015 2015 Serpiente Pantherophis guttatus Serpiente del maiz Negativo
UyGSR_2015 2015 Lagarto Homonota fasciata Gecko salamanca Negativo
UyGTR_2015 2015 Lagarto Gekko gecko Gecko Tokay Negativo
Uy DBCR_2015 2015 Lagarto Pogona vitticeps Dragén barbudo (siete crias juntas) Negativo
UyDBHR_2015 2015 Lagarto Pogona vitticeps Dragén barbudo (hembra-madre) Negativo
UyDBMAR_2015 2015 Lagarto Pogona vitticeps Dragén barbudo (macho) Negativo
UySRMR_2015 2015 Serpiente Lampropeltis getula nigrita Serpiente rey mexicana Negativo
UyVDCR_2015 2015 Serpiente Microrus altirostris Vivora de coral Negativo
UyFCDAR_2015 2015 Serpiente Hydrodynastes gigas Falsa cobra de agua Negativo
UyGLAR_2015 2015 Lagarto Eublepharis muscularius Gecko leopardo Negativo
UyYR_2015 2015 Serpiente Bothrops pubescens Yara Negativo
UyFCDHR_2015 2015 Serpiente Lampropeltis triangulum hondurensis Falsa coral de Honduras Negativo
UyAlbinR_2015 2015 Lagarto Iguana iguana Iguana Positivo
UyPRPBR_2016 2016 Serpiente Malayopython reticulatus o Python bivittatus Pit6n reticulada o pitén birmana Negativo
UyDBMBR_2016 2016 Lagarto Pogona vitticeps Dragon barbudo (macho) Negativo
UyBAR_2016 2016 Serpiente Epicrates cenchria Boa arcoiris Negativo
UyGLB_2016 2016 Lagarto Eublepharis muscularius Gecko leopardo Negativo
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ANEXO C.

Protocolos de extraccion y purificacion

A. Protocolo de extraccion de ADN con kit "QlAamp DNA Stool Mini
Kit" (Procedimiento para extraccion de patdégenos en volumenes

grandes).

e Tomar 200 mg de materia fecal y agregar 2 mL de Buffer ASL. Vortexear
hasta homogeneizar.

e Calentar la suspension por 5 mina 70 °C.

e Agitar en vortex por 15 sy centrifugar a 20000 g por 1 min.

e Transferir 1,2 mL del sobrenadante a un nuevo tubo de 2 mL y agregar 1
tableta InhibitEX. Vortexear hasta que se suspenda la tableta.

e Incubar la suspension por 1 min para que los inhibidores se adsorban a
la tableta.

e Centrifugar a 20000 g por 3 min.

e Transferir el sobrenadante a un tubo de 1,5 mL. Centrifugar a 20000 g
por 3 min.

e Preparar un tubo de 1,5 mL con 15 pl de proteinasa K.

e Transferir 200 pL del sobrenadante al tubo que contiene la proteinasa K.

e Agregar 200 ul de Buffer AL y vortexear por 15 s.

e Incubar a 70°C por 10 min.

e Agregar 200 pL de etanol absoluto al lisado, vortexear.

e Transferir la mezcla a una columna en un tubo colector y centrifugar a
20000 g por 1 min.

e Agregar 500 pL de Buffer AW1. Centrifugar a 20000 g por 1 min.

e Agregar 500 pL de Buffer AW2. Centrifugar a 20000 g por 3 min.

e Agregar 200 pL de Buffer AE, incubar por 1 min y centrifugar a 20000 g

por 1 min.
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. Protocolo de extraccion de ADN por “Fast Boiling”
Homogeneizar la muestra con PBS pH 7,5 en relacién 1/10.
Hervir durante 10 min a 100°C por 10 min.

Enfriar el homogeneizado en hielo por 5 min.

Centrifugar a 3000 g durante 20 min.

Guardar el sobrenadante a -20 °C.

. Protocolo de purificacion de producto de PCR

En un tubo de 1,5 mL adicionar 5 volumenes de buffer de unién por cada
volumen de muestra de ADN.

Transferir las mezcla a una columna Zymo-Spin en un tubo colector.
Centrifugar por 30 seg a una velocidad 210000 g y descartar el filtrado.
Agregar 200 pL de buffer de lavado y centrifugar por 30 seg a una
velocidad 210000 g. Repetir el paso de lavado.

Pasar la columna a un nuevo tubo de 1,5 mL.

Agregar 15 uL de buffer de elucién directamente a la columna e incubar
a temperatura ambiente por 1 min.

Centrifugar 30 seg para elur el ADN.
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ANEXO D.

Condiciones de reaccion de PCR para la amplificacién del gen 16S de
bacterias y arqueas en general. Se indican las concentraciones iniciales (Co),
concentraciones finales (Cf) y volimenes de los reactivos utilizados.

Reactivo Concentracién Stock Concentracién de trabajo Volumen
(Co) (Cy (ML/tubo)
Agua ultrapura -= - c.s.p. 10
PCR Buffer 10X 1X 1
MgCl, 25mM 2,5mM 1
BSA 8 mg/mL 0,4 mg/mL 0,5
dNTP’s 10 mM (2,5 mM c/u) 0,25 mM (0,0625 mM c/u) 0,25
Taq 5 U/uL 0,75 U 0,15
polimerasa
Primer Bac27F 10 uM 0,5uM 0,5
Primer 534R 10 uM 0,5 uM 0,5
ADN -- -- 1

Condiciones de ciclado para la amplificacion del gen 16S de bacterias y
arqueas en general. Se indican la temperatura y el tiempo en cada ciclo de la
PCR.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion inicial 94 3:00
Desnaturalizacion 94 0:30
Hibridacién 54 0:45 30 ciclos
Extension 72 1:30
Extensién final 72 7:00
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ANEXO E

Condiciones de reacciéon de PCR para la identificacion del género
Campylobacter. Se indican las concentraciones iniciales Co, concentraciones
finales Cf y volumenes de los reactivos utilizados.

Reactivo Concentracion Stock Concentracion de trabajo Volumen
(Co) (C) (ML/tubo)
Agua ultrapura -- -- c.s.p. 10
PCR Buffer 10X 1X 1
MgCl, 25mM 2,5mM 1
BSA 8 mg/mL 0,4 mg/mL 0,5
dNTP's 10 mM (2,5 mM c/u) 0,25 mM (0,0625 mM c/u) 0,25
poIiLaeqrasa 5 U/l 0,75 U 0,15
Primer C412F 10 uM 0,5 uM 0,5
Primer C1228R 10 uM 0,5uM 0,5
ADN -- -- 1
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Condiciones de ciclado para la identificacion del género Campylobacter.

Se indican la temperatura y el tiempo en cada ciclo de la PCR.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacidn inicial 95 2:00
Desnaturalizacion 95 0:20
Hibridacién 53 0:20
Extension 72 1:00
Desnaturalizacion 95 0:20
Hibridacion 52 0:20
Extension 72 1:00
Desnaturalizacion 95 0:20
Hibridacion 51 0:20
Extension 72 1:00
Extension final 72 5:00

15 ciclos

15 ciclos

15 ciclos
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ANEXO F

Secuencias obtenidas de la base de datos utilizadas en este trabajo. Se indica el nombre de la cepa y el nUmero de

acceso.

Nombre de la cepa

NUumero de acceso

Nombre de la cepa

NUmero de acceso

Campylobacter avium CCUG 56292
Campylobacter canadensis L266
Campylobacter coli

Campylobacter coli strain ATCC 33559
Campylobacter coli BP3183
Campylobacter coli OR12
Campylobacter concisus ATCC 33237
Campylobacter concisus 13826
Campylobacter concisus
Campylobacter concisus
Campylobacter corcagiensis CIT 045
Campylobacter cuniculorum strain 150B
Campylobacter curvus

Campylobacter curvus ATCC 35224
Campylobacter curvus

Campylobacter curvus 525.92
Campylobacter faecalis 1433

Campylobacter fetus subsp. testudinum strain 03-427

Campylobacter fetus ATCC 27374
Campylobacter fetus fetus

Campylobacter fetus subsp. testudinum Sp3

Campylobacter fetus subsp. fetus 04/554

Campylobacter fetus subsp. venerealis NCTC 10354

(NR_118510.1)
(NR_044319.1)
(L19738.1)
(NR_117233.1)
(NZ_CP017871.1)
(NZ_CP019977.1)
(NR_118512.1)
(NC_009802.2)
(L06977.1)
(L04322.1)
(NR_133992.1)
(NR_043784.1)
(L06976.1)
(NR_118513.1)
(L04313.1)
(NC_009715.2)
(AJ276874.1)
(NR_133993.1)
(NR_118514.1)
(M65012.1)
(NZ_CP010953.1)
(NZ_CP008808.1)
(NR_043598.1)

Campylobacter geochelonis RC20

Campylobacter gracilis ATCC 33236

Campylobacter helveticus ATCC 51209
Campylobacter helveticus NCTC 12470
Campylobacter helveticus D5248

Campylobacter hepaticus HV10

Campylobacter hominis NCTC 13146
Campylobacter hyointestinalis ATCC 35217
Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii CCUG34538
Campylobacter hyointestinalis ATCC 35217
Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii CHY5
Campylobacter hyointestinalis

Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii LMG 15993
Campylobacter iguaniorum 1485E

Campylobacter iguaniorum RM11343
Campylobacter insulaenigrae NCTC_12927
Campylobacter insulaenigrae CCUG 48653
Campylobacter jejuni ATCC 33560

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni ZP3204

Campylobacter jejuni 81-176 G1 BO

Campylobacter jejuni CJ677CC047

Campylobacter jejuni

(GCA_900063025.1)
(NR_118516.1)
(NR_118517.1)
(NR_115702.1)
(NR_025948.1)
(KU886019.1)
(NR_115705.1)
(NR_118739.1)
(NR_115710.1)
(NR_118518.1)
(NR_024948.1)
(M65009.1)
(NZ_CP015576.1)
(NZ_CP009043.1)
(NZ_CP015577.1)
(NR_114914.1)
(NR_118519.1)
(NR_118520.1)
(L14630.1)
(CP017856.1)
(CP022440.1)
(NZ_CP010459.1)
(M59298.1)
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Nombre de la cepa

NUumero de acceso

Nombre de la cepa

NUumero de acceso

Campylobacter jejuni NCTC12662
Campylobacter jejuni subsp. doylei LMG 8843

Campylobacter jejuni WP2202
Campylobacter lanienae CCUG 44467
Campylobacter lanienae NCTC 13004
Campylobacter lari ATCC 35221
Campylobacter lari 35221

Campylobacter lari subsp. concheus CCUG 55786
Campylobacter lari JCM2530
Campylobacter lari NCTC 11845
Campylobacter lari subsp. lari CCUG 23947
Campylobacter mucosalis

Campylobacter mucosalis ATCC 43264
Campylobacter mucosalis

Campylobacter ornithocola WBE38
Campylobacter ornithocola WBE215
Campylobacter ornithocola WBE241
Campylobacter peloridis LMG 23910

Campylobacter pinnipediorum subsp. pinnipediorum

RM17260

Campylobacter rectus

Campylobacter rectus

Campylobacter rectus JCM 6301
Campylobacter showae ATCC 51146
Campylobacter showae

Campylobacter showae

Campylobacter sputorum

Campylobacter sputorum RM8705
Campylobacter sputorum bv. sputorum RM3237
Campylobacter subantarcticus LMG 24374
Campylobacter subantarcticus LMG 24377
Campylobacter troglodytis MIT 05-9149

Campylobacter upsaliensis ATCC 43954
Campylobacter upsaliensis
Campylobacter upsaliensis RM3195

Campylobacter upsaliensis NCTC 11541
Campylobacter ureolyticus DSM 20703

(NZ_CP019965.1)
(NR_043599.1)

(CP014742.1)
(NR_118521.1)
(NR_028698.1)
(NR_118523.1)
(NR_043034.1)
(NR_118522.1)
(NR_112241.1)
(NZ_CP007775.1)
(L04316.1)
(L06978.1)
(NR_118524.1)
(L14629.1)
(KX467974.1)
(KX467977.1)
(KX467978.1)
(NZ_CP007766.1)
(NZ_CP012546.1)

(L04317.1)
(L06973.1)
(NR_113247.1)
(NR_118151.1)
(L06974.1)
(L06975.1)
(L04319.1)
(NZ_CP019685.1)
(NZ_CP019682.1)
(NZ_CP007772.1)
(NZ_CP007773.1)
(NR_118085.1)

(NR_115289.1)
(L14628.1)
(NZ_AAFJ01000001.1)

(NR_118528.1)
(NR_117766.1)

Campylobacter ureolyticus ATCC 33387
Campylobacter ureolyticus ACS-301-V-Sch3b acmbC-
supercontl.1

Campylobacter ureolyticus RIGS 9880
Campylobacter volucris LMG 24379

Arcobacter cryaerophilus ERUVET-8

Sulfurospirillum deleyianum DSM 6946

(NR_118654.1)
(NZ_KE340326.1)

(NZ_CP012195.1)
(NZ_CP007774.1)
(KT225286.1)
(NR_074378.1)
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ANEXO G. Alineamiento nucleotidico de un fragmento de 648 pb del gen 16S de Campylobacter de las 16 secuencias que agrupan
junto a C. avium, C. troglodytis y C. upsaliensis. Las nueve primeras secuencias resaltadas en gris presentan una identidad del 100%.
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