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RESUMEN

Las infecciones por Campylobacter spp. son una causa comun de enfermedades transmitidas por
alimentos de origen aviar a nivel global, y constituyen una de las principales causas de
gastroenteritis en Pert, especialmente en nifios menores de cinco afios. En Lima, la carne de pollo
es la principal proteina de origen animal consumida, lo que representa un riesgo importante para
la transmision de estas bacterias. A pesar de la alta prevalencia de Campylobacter en productos
avicolas, los datos sobre la epidemiologia molecular de la bacteria en Peru siguen siendo
limitados. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar los genomas de 30 aislados de
Campylobacter spp. provenientes de pollos de carne y gallinas de postura de la Region de Lima,
Perti, utilizando secuenciamiento gendmico de nueva generacion (NGS). Los resultados
mostraron que el 60% de los aislados fueron identificados como Campylobacter jejuni 'y el 40%
como Campylobacter coli. Se identificaron perfiles de resistencia antibidtica significativos, con
una alta prevalencia de genes relacionados con resistencia a fluoroquinolonas, aminoglucésidos
y betalactamicos, siendo los aislados de C. jejuni los més resistentes. En cuanto a los genes de
virulencia, la mayoria de los aislados presentaron factores importantes para la adhesion intestinal
y motilidad, asi como genes relacionados con la produccion de la toxina de distension citoletal
(CDT). El analisis filogenético mostr6 que los aislados de C. jejuni de pollos de carne se
agruparon en el complejo clonal CC-607, mientras que los aislados de C. coli se agruparon
principalmente en los complejos CC-1150 y CC-828. Estos resultados permiten identificar
potenciales cepas zoonoticas y perfiles de resistencia que podrian tener implicaciones para la
salud publica. La caracterizacion genética de estos aislados es crucial para comprender mejor la
transmision de Campylobacter en la region, proporcionando una base para futuros estudios

comparativos con aislados humanos.

Palabras clave: Campylobacter, secuenciamiento de nueva generacidn, resistencia

antimicrobiana, virulencia, avicultura

viil



ABSTRACT

Campylobacter spp. infections are a common cause of foodborne illnesses of avian origin globally
and represent one of the leading causes of gastroenteritis in Peru, particularly in children under
five years old. In Lima, chicken meat is the most consumed animal protein, which poses a
significant risk for the transmission of these bacteria. Despite the high prevalence of
Campylobacter in poultry products, molecular epidemiological data on the bacterium in Peru
remain limited. This study aimed to characterize the genomes of 30 Campylobacter spp. isolates
from broiler chickens and laying hens from the Lima region, Peru, using next-generation
sequencing (NGS). The results showed that 60% of the isolates were identified as Campylobacter
Jjejuni and 40% as Campylobacter coli. Significant antibiotic resistance profiles were identified,
with a high prevalence of genes related to fluoroquinolone, aminoglycoside, and beta-lactam
resistance, with C. jejuni isolates being the most resistant. Regarding virulence genes, most of the
isolates harbored important factors for intestinal adhesion and motility, as well as genes associated
with the production of cytolethal distending toxin (CDT). Phylogenetic analysis revealed that the
C. jejuni isolates from broiler chickens clustered in the CC-607 clonal complex, while the C. coli
isolates mainly clustered in the CC-1150 and CC-828 complexes. These results help identify
potential zoonotic strains and resistance profiles that may have public health implications. The
genetic characterization of these isolates is crucial for a better understanding of Campylobacter
transmission in the region, providing a foundation for future comparative studies with human

isolates.

Keywords: Campylobacter, next-generation sequencing, antimicrobial resistance, virulence,

poultry farming.

X



INTRODUCCION

Campylobacter spp., es un grupo de bacterias gram negativas, zoonoticas y de
dificil cultivo microbiologico (Fonseca et al., 2016), que incluye a Campylobacter jejuni
y Campylobacter coli, asociadas a infecciones gastroentéricas en humanos en todo el
mundo (Man, 2011). Tanto C. jejuni como C. coli han co-evolucionado para adaptarse a
diversos hospederos (Sheppard & Maiden, 2015; Calland et al., 2021) de forma rapida,
bajo la gran influencia antropogénica de los sistemas modernos agropecuarios (Mourkas
etal., 2020). Se pueden encontrar como comensales en la microbiota intestinal de diversas
aves y mamiferos domésticos y silvestres, y en infecciones asintomadticas y sintomaticas
en humanos. Se resaltan como principales reservorios a las aves de corral (Newell &
Fearnley, 2003), cuya temperatura corporal elevada (Prinzinger et al., 1991) entre 40° y
43°C se relaciona con las caracteristicas para el desarrollo de la bacteria. Su rol como
comensal contintia siendo debatido, dado que algunos estudios sugieren un papel como
patdgeno afectando el bienestar de ciertas poblaciones animales, como es el caso de C.
Jjejuni en granjas de pollos broiler o carne (S. Humphrey et al., 2014; Williams et al.,

2016).

Su ubicuidad en la cadena alimentaria facilita su transmision al humano a través
de la ingesta de agua o de diversos productos contaminadoscausando mayoritariamente
cuadros diarreicos en los individuos afectados, llamados campilobacteriosis. Entre las
principales fuentes de infeccion se destacan la carne de pollo cruda o mal cocida, o
cultivos vegetales fertilizados con excremento proveniente de producciones avicolas

(Stafford et al., 2001; Meldrum et al., 2005; Mullner et al., 2009; Abadias et al., 2008;



Ceuppens et al., 2015), también leche no pasteurizada (Christidis et al., 2016), carnes de
vacuno, ovino y porcino (Walker et al., 2019), por via fecal-oral, y con el contacto directo
con animales de compaiiia (Acke, 2018). Gran nimero de los casos campilobacteriosis.
se asocian al consumo de carne de pollo contaminada (Signorini et al., 2018). Al ser la
proteina animal més consumida en el mundo, puede explicarse la asociacion entre la
incidencia de casos con su consumo frecuente de grandes cantidades (T. Humphrey et al.,
2007). En Pert, y especialmente Lima, el pollo es la proteina animal mas consumida
(MINAGRI, 2018), lo que convierte al sector avicola en un punto critico para la vigilancia

epidemiologica de la bacteria

Sin embargo, la informacion sobre la situacion de Campylobacter spp. en la
cadena productiva y alimentaria en Peri son limitados (SENASA Perti, 2021). Los
estudios disponibles se limitan a muestras provenientes de las tltimas fases de la cadena
alimentaria y a métodos fenotipicos con reducida exploracion molecular e informacién

epidemioldgica asociada (Lazaro et al., 2012; Lucas et al., 2013; Anampa et al., 2020).

La emergencia de cepas resistentes de Campylobacter spp. a nivel global
(Tacconelli et al., 2018) ha derivado en un incremento en la falla al tratamiento con
fluoroquinolonas (Nelson et al., 2007; Tang et al., 2017; Garcia-Ferndndez et al., 2018;
Moya-Salazar et al., 2018), lo que refuerza la importancia de comprender sus patrones y

mecanismos de resistencia y transmision.

Los genotipos detras de la resistencia antimicrobiana en Campylobacter spp. estan
principalmente representados por los siguientes genes o determinantes genéticos:
aminoglucoésidos (aad6, aad9, ant(6)-1a, aph(2")-If, aph(3")-Illa, spw), betalactdmicos

(blaOXA-6, blaOXA-193, blaOXA-450, blaOXA-605, cmeABC), macrolidos (mutacion



23S rRNA, ermB, cmeABC), fluoroquinolonas (mutacion gyrA (T861), cmeABC), y
tetraciclinas (tetO, cmeABC) (Shen Zhangqi et al., 2018). Comun a varias familias
antibioticas, resalta el operén cmeABC que codifica una bomba de -eflujo
multidrogorresistente (Lin et al., 2002; Yao Hong et al., 2016), responsable por altos
niveles de resistencia a ciprofloxacina y tetraciclina (Sharifi et al., 2021). A partir del
analisis del resistoma (genes de resistencia presentes en el genoma), es posible predecir
el fenotipo de resistencia (Alcock et al., 2019; Bortolaia et al., 2020), siendo en
Campylobacter spp. la correlacion genotipo-fenotipo mayor al 98% (Zhao et al., 2016;

Dahl et al., 2021).

Los determinantes de Campylobacter spp. para persistir en la cadena alimentaria
y causar cuadros clinicos méas o menos virulentos estan mediados por diversos genes de
virulencia. Entre ellos destacan los que codifican factores de adhesion, quimiotaxis,
motilidad flagelar, regulacion de la temperatura y respuesta a choque térmico, invasion,
transporte de hierro, defensa y resistencia al estrés oxidativo, nitrosativo, entre otros
(Hermans et al., 2011; Elmi et al., 2021). Ante condiciones de estrés (Svensson et al.,
2008) como bajas temperaturas en la cadena de frio (Hazeleger et al., 1998; Chan et al.,
2001) pueden pasar a un estado viable pero no cultivable (VPNC, o “VNBC” en inglés).
Durante este estado VPNC se pueden expresar ciertos genes de virulencia asociados a
proteinas tales como cadF que permiten la adhesioén en la mucosa intestinal durante la
colonizacion del hospedero (Patrone et al., 2013) y en la piel de carcasas de pollos (Jang

et al., 2007) durante los procesamiento en plantas de beneficio.

En los ultimos treinta afos, la caracterizacion genomica mediante el uso de herramientas
como la tipificacion de secuencia multilocus (multilocus sequence typing o MLST, en

inglés) y el secuenciamiento de genoma completo (whole-genome sequencing, en inglés,



WGS), han permitido una mayor comprension de la diversidad genética de las
poblaciones de Campylobacter y por ende de su epidemiologia. El esquema MLST
especifico de Campylobacter usa fragmentos internos de siete genes constitutivos (house-
keeping, en inglés) del genoma bacteriano, y se basa en las combinaciones de los genes:
aspA (aspatasa), ginA (glutamina sintetasa), gltA4 (citrato sintasa), glyA (serina hidroxi
metil transferasa), pgm (fosfo glucomutasa), tkt (transcetolasa), y uncA4 (subunidad alfa
de la ATP sintasa) (Dingle et al., 2001). Este esquema asigna perfiles alélicos a los
secuenciotipos (sequence types, en inglés, STs). Los secuenciotipos que comparten cuatro
o mas alelos idénticos son agrupados en un complejo clonal (clonal complex, en inglés,
CC), lo que refleja su similitud genética (Dingle et al., 2008; Colles & Maiden, 2012; M.
C. Maiden et al., 2013) y algunas caracteristicas fenotipicas (Sheppard et al., 2013;
Sheppard & Maiden, 2015). Mientras el MLST se basa en la variabilidad de genes
conservados, el WGS otorga mayor resolucion proporcionando detalle de un mayor
nimero de genes, dando asi informacién sobre genes y determinantes de resistencia
antibiotica, virulencia y relaciones filogenéticas entre aislados.(Heuer et al., 2011;
Aanensen et al., 2016; Thépault et al., 2017) En particular, a partir del secuenciamiento
del genoma de C. jejuni NCTC 11168 (Parkhill et al., 2000; Gundogdu et al., 2007) el
estudio de la genomica de Campylobacter spp., se profundizd. Los esquemas de
tipificacion, antes limitados por un reducido nimero de genes, han evolucionado para
admitir mas loci del genoma central (core genome, en inglés, cgMLST) a partir de la
informacion provistas por las secuencias de genomas completas, incrementado asi la
resolucion del método y permitiendo caracterizar mejor un aislado o grupo de bacterias
(M. C. J. Maiden & Harrison, 2016; Cody et al., 2017) en contextos de brotes y
colonizacion y adaptacion de hospederos (Mourkas et al., 2020; Bloomfield et al., 2021;

Calland et al., 2021; Djeghout et al., 2022).



En el Reino Unido y Estados Unidos de América, las redes de vigilancia molecular
para esta bacteria destacan particularmente, pudiendo contribuir rapidamente en la
deteccion de origen de brotes, rastreo de casos, y en el desarrollo de modelos de atribucion
de fuente (source attribution, en inglés) en la cadena alimentaria (Patrick et al., 2018;
University of Oxford & Food Standards Agency, 2019; Hoffmann et al., 2021). Estudios
a gran escala y longitudinales, han logrado identificar asociaciones entre variantes
genéticas, perfiles de resistencia, e incluso estacionalidad. El complejo clonal CC-607 de
C. jejuni, vinculado a fuentes aviares, se ha relacionado a perfiles de alta resistencia
antibiotica a ciprofloxacina a través del tiempo. Mientras que el CC-828 de C. coli se
asocid mas a resistencia a eritromicina (Cody et al., 2012). E1 CC-353, también vinculado
a fuentes aviares, se ha asociado a una alta resistencia a fluoroquinolonas, la cual se
predice aumentara en la préxima década hasta alcanzar resistencia total en ese linaje

(Vliet et al., 2022; Veltcheva et al., 2022).

En Peru, la vigilancia gendémica y los estudios usando WGS para Campylobacter
spp. aun son limitados, enfocdndose primordialmente en muestras humanas (Quino et al.,
2019; Pascoe et al., 2020; Ramos et al., 2021a; Quino et al., 2022; Parker et al., 2022;
Schiaffino et al., 2024), con reducida exploraciéon de los reservorios y fuentes de
transmision (Quino et al., 2019; Pascoe et al., 2020). Una reciente investigacion con una
coleccion nacional de aislados de C. jejuni'y C. coli de origen clinico (Quino et al., 2022),
producto de la vigilancia del patdégeno en Pert, encontr6 altos niveles de resistencia
fenotipica y genotipica a quinolonas y tetraciclinas. Adicionalmente, se encontraron
linajes (complejos clonales y secuenciotipos) especialistas asociados a fuentes aviares,
reportados en otras regiones como CC-353 y CC-607. Este analisis pudo ademas asociar

el genotipo de aislados de C. jejuni de los casos del brote nacional de Guillain-Barré del



2019 (Munayco et al., 2020; Ramos et al., 2021b) con aquellos de cepas provenientes de
pollos. Similarmente, los mismos complejos clonales y secuenciotipos se reportaron
como la principal causa de infeccion gastrointestinal en una cohorte de nifios en la
Amazonia peruana (Pascoe et al., 2020), donde también se encontraron genotipos de

multidrogorresistencia (Schiaffino et al., 2024).

La informacion disponible sobre la diversidad genética de las poblaciones de
Campylobacter spp. en la avicultura nacional sigue siendo limitada, especialmente en
Lima, region con alta concentracion de produccion y consumo de productos avicolas, ,
aun existiendo precedentes de posibles transmisiones zoonoticas.La falta de
caracterizacion molecular y gendmica restringe la comprension de los linajes circulantes
en las regiones y en el pais, sus determinantes de virulencia y resistencia antimicrobiana,
asi como su potencial impacto en la salud publica. Una mejor comprension sobre estos
aspectos en el panorama local podria apoyar el disefio de estrategias de control y

prevencion basadas en evidencia.

El objetivo del presente estudio fue caracterizar el genoma de aislados de
Campylobacter spp. obtenidos de aves de postura y carne de Lima, Peru, para describir

su diversidad genética y determinantes genéticos de resistencia antibidtica y virulencia.



MATERIALES Y METODOS

1. Tipo de estudio

El estudio fue de tipo observacional, transversal, y descriptivo.

2. Lugar de estudio
Se utilizaron aislados de Campylobacter spp. de la coleccion del cepario del
Laboratorio de Gendmica Microbiana, Universidad Peruana Cayetano Heredia
(UPCH), Lima, Peru. Dichos aislados corresponden a un estudio madre (proyecto
cddigo SIDISI 104130) en el cual se colectaron 51 aislados provenientes de pollos
de carne y gallinas de postura de la Region Lima en el periodo 2019-2020 de centros

de venta de carne de pollo y granjas comerciales de ponedoras.

3. Poblacion objetivo y tamafio de muestra

A partir de la coleccion de 51 aislados de Campylobacter spp. del cepario LGM-
UPCH, se seleccionaron de manera aleatoria, por estratos de procedencia, 30
aislados de Campylobacter spp. provenientes de hisopados de carcasas de pollos de
carne y de hisopados cloacales de gallinas de postura, procedentes, respectivamente,
de centros de venta de carne de pollo y granjas comerciales de ponedoras con crianza
libre de antibidticos (Humane Farm Animal Care, 2018; Murray et al., 2021) (Figura
1). Solo se utilizaron los aislados que cumplieron los criterios de seleccion. En tal
sentido, no fue necesario realizar un calculo de tamafo de muestra, debido a que el
enfoque del estudio fue describir y caracterizar genotipicamente los aislados de
Campylobacter spp. recolectados durante el periodo 2019-2020. No se realizaron

muestreos, ni aislamientos nuevos.



Como parte del estudio madre (proyecto codigo SIDISI 104130), todos los
aislados de Campylobacter spp. de la coleccion del cepario LGM-UPCH fueron
caracterizados anteriormente de forma fenotipica (género bacteriano por métodos
microbioldgicos, y perfil de susceptibilidad antimicrobiana por discos de difusion).
Para motivos de este estudio, solo se utilizd la informacion respecto al género

bacteriano para la seleccion y andlisis de los aislados.

. Ciriterios de inclusion y exclusion

Se incluyd en el estudio (I) todo aislado bacteriano criopreservado en el
cepario del Laboratorio de Gendomica Microbiana, previamente identificado como
Campylobacter spp. segin la norma ISO 10272-1:2017 (International Organization
of Standardization (ISO), 2017) de los anos 2019-2020, y (II) que al ser reactivado
mostrara crecimiento positivo.

Como criterio de exclusion se consideraron, (I) todos los genomas de
aislados de Campylobacter spp. que tras el ensamblaje de novo resultaran
incompletos o no pasaran el control de calidad (QC) estandar de los archivos de las
secuencias, usando principalmente las métricas de Numero de N’s (bases no
determinadas) por 100kbp (valor diferente a 0, cero) y porcentaje de GC (guanina +
citosina) en el rango esperado para Campylobacter spp. entre 29 y 36% (Sebald &
Véron, 1963; Véron & Chatelain, 1973); y (II) a todos los genomas de aislados de
Campylobacter spp. cuya identificacion genotipica por rMLST derivara en una
especie bacteriana distinta a Campylobacter spp. o presentara un porcentaje de
respaldo de identificacion menor al 80%. El porcentaje minimo de coincidencia de
identidad en rMLST se considera por encima de 70%, siendo ideal mayor de 95%

(Jolley et al., 2012).
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Figura 1: Flujograma de métodos y procesamiento de datos del estudio.



5. Reactivacion de aislados bacterianos

Se reactivaron 30 aislados de Campylobacter spp. criopreservados en Caldo
Soja Tripticaseina (Tryptic Soy Broth, TSB) (Becton Dickinson, Heidelberg,
Alemania) con glicerol mediante la siembra en agar Campylobacter con suplemento
selectivo Skirrow (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido), segun la norma
ISO 10272-1:2017 (International Organization of Standardization (ISO), 2017). Se
aplico tincion Gram “incompleta”, solo con Cristal Violeta, para confirmar la
compatibilidad de la morfologia tipica de Campylobacter spp en “S” o “gaviota”, y
asi confirmar la pureza de las colonias. Una vez confirmada la morfologia, se
selecciond una colonia por aislado y se sembrd nuevamente, incubandose a 42°C
por 24 horas en condiciones de microaerofilia en recipientes anaerobios (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemania) con velas (Wang et al., 1982). El total de aislados
reactivados cumplieron los criterios de inclusion y pasaron al flujo de trabajo
genoémico (Figura 1). No se realizd una caracterizacion ni ensayo fenotipico

adicional para estos aislados.

. Extraccion de ADN genomico

Para extraer el ADN (4cido desoxirribonucleico) gendmico de los 30
aislados, se prepararon suspensiones bacterianas individuales. Se recuperaron
colonias bacterianas con hisopos estériles de la superficie de las placas de Agar
Campylobacter. El contenido de los hisopos se suspendio en 1 ml de buffer Tris-
EDTA (TE) en microtubos de 1.5 ml. Los tubos con las suspensiones bacterianas
fueron centrifugados por 10 minutos a 14 000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y se
trabajo con el pellet de células bacterianas restante, siguiendo las indicaciones del

“Protocolo D para Bacterias Gram negativas” (Thermo Fisher Scientific, 2016) del
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kit comercial basado en columnas de silice, GeneJET Genomic DNA Purification
Kit (ThermoFisher, Waltham, MA, EE. UU.). Finalmente, se obtuvieron eluciones
individuales de 200 ul de ADN genomico, correspondientes a cada aislado
bacteriano, que continuaron siendo procesados en el flujo de trabajo gendmico

(Figura 1).

. Preparacion de librerias genomicas

El ADN genomico extraido se cuantificé por medio de fluorometria usando
el kit Qubit dsDNA Broad Range (ThermoFisher, Waltham, MA, EE. UU.) en un
fluorometro Qubit 4 (Invitrogen, Paisley, Reino Unido). Se obtuvieron
concentraciones entre 25 ng/pul y 32 ng/ul, a partir de las cuales se hicieron calculos
y respectivas diluciones con agua grado de biologia molecular (PanReac.
AppliChem r- ITW Reagent, Darmstadt, Alemania) para normalizar el ADN a 0.2
ng/pl (1 ng), segun requerimiento del protocolo de preparacion de librerias
gendmicas (Illumina Inc, 2019c, 2021). La preparacion de librerias se llevo a cabo
con el kit comercial Nextera XT DNA Library Prep (Illumina Inc, San Diego, CA,

EE. UU.), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

El flujo de trabajo del protocolo Nextera XT de Illumina consiste en:

D Tagmentacion de ADN gendmico: el ADN gendmico normalizado es
fragmentado (-mentacion) por medio de un transposoma, que a su vez
etiqueta (tag-, o etiquetar en inglés) en simultaneo los fragmentos con
secuencias de adaptadores.

(I)  Amplificacion de las librerias: se amplifica el ADN tagmentado, y se

anaden las combinaciones unicas de las secuencias de los adaptadores
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de los indices (codigo de barras de identificacion Unica, indexes) i7 e 15,
para su posterior identificacion.

(IlT)  Limpieza de las librerias: se purifican las librerias amplificadas por
medio de perlas magnéticas y lavados con etanol, para ser eluidas con el
buffer de resuspension.

(IV)  Normalizacién de las librerias y pooling: las librerias se cuantifican por
fluorometria para luego calcular su molaridad. Se diluyen con el buffer
de resuspension a la concentracion inicial para la plataforma de
secuenciamiento a utilizar, para asegurar una representacion equitativa

de cada libreria.

Cada pool preparado correspondid a 24 librerias normalizadas a 2 nM. Se
siguieron las recomendaciones para la quimica del kit MiSeq Reagent V2 del
“Protocolo A de la Guia de Desnaturalizacion y Dilucion de Librerias para Sistema
MiSeq” del fabricante (Illumina Inc, 2019a). Se obtuvo una dilucién de librerias
desnaturalizadas a una concentracion de 10 pM. Se tomaron 594 ul del pool/ a 10 pM
y se afladieron 6 pl de control PhiX V3 preparado a 10 pM (Illumina Inc, San Diego,
CA, EE. UU.) para obtener un pico de control de calidad de 1% en la corrida de

secuenciamiento del genoma completo.

Secuenciamiento del genoma completo

El secuenciamiento de genoma completo se realizé en un instrumento
MiSeq (Illumina Inc, San Diego, CA) usando kits MiSeq Reagent V2 de 500 ciclos.
Se afiadieron los 600 pl del pool final de librerias desnaturalizadas con control PhiX
en el cartucho V2, previamente descongelado y preparado segun las

recomendaciones del fabricante (Illumina Inc, 2019b). Se procedid con la
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configuracion de la corrida en el secuenciador MiSeq especificando la generacion

de archivos FASTQ, paired-end reads (reads pareados), 2x251 ciclos, y habilitado

el adapter trimming. La calidad de cada corrida fue monitoreada para verificar la

obtencion de métricas Optimas. Finalmente, los archivos FASTQ fueron descargados

localmente del secuenciador para su posterior analisis (Figura 1).

Los pasos del secuenciamiento en un instrumento MiSeq de Illumina

consisten en:

@

(D

Generacion de clusteres (clusters, en inglés): las librerias son cargadas
dentro del equipo en la celda de flujo (flowcell, en inglés), donde los
fragmentos son capturados por la capa de oligos desplegados en la
superficie de esta, que son complementarios a los adaptadores. Por medio
de la amplificaciéon por puente, cada fragmento es amplificado,
clonandose en miles de copias idénticas, generando asi los clusteres que
seran secuenciados.

Secuenciamiento por sintesis (SBS): los reactivos de secuenciamiento
que incluyen nucledtidos etiquetados con fluoréforos son afiadidos a las
cadenas de ADN que conforman los clusteres. En la celda de flujo, las
bases nitrogenadas emiten fluorescencias cuya longitud de onda es tinica,
volviéndolas identificables por el sistema optico del MiSeq al capturar
las imagenes de la superficie de la celda. Este ciclo se repetira el nimero
de veces que se requiera para dar con la longitud de reads deseada
(ejemplo: 2x251). Por medio de algoritmos del sistema, las imagenes

capturadas se transforman en archivos de datos.
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(IIT) ~ Demultiplexing: Terminado el secuenciamiento, por medio de un
algoritmo del sistema Illuimna, los reads son asignados en distintos
archivos correspondientes a las muestras de las librerias trabajadas,
segun la configuracion dispuesta por las combinaciones especificas de

indices 17 e i5 asignadas previamente a la preparacion de librerias.

9. Analisis bioinformatico
9.1. Control de calidad y ensamblado de genomas

Los pares de archivos FASTQ obtenidos del secuenciamiento (Figura
1) de las muestras, pasaron el control de calidad estandar de la herramienta
FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010), y fueron ensamblados de novo guiados
por el genoma de referencia C. jejuni NCTC 11168 (GenBank numero de
acceso: GCA 000009085.1) (Gundogdu et al., 2007; Parkhill et al., 2000)
por medio del pipeline de anélisis de genomas bacterianos Nullarbor v2.0
(Seemann et al., 2016), usando la opciéon de la herramienta SPAdes
(Bankevich et al., 2012) bajo parametros predeterminados. El total (n=30)
de genomas ensamblados (archivos FASTA), pasaron el control de calidad
estandar de QUAST v5.2.0 (Gurevich et al., 2013), por lo que fueron
incluidos para el resto de los analisis bioinformaticos (Figura 1). El set de
datos (Anexo 1) obtuvo un valor promedio de N50 de 114,546 pb (6= 66,028
pb), una longitud total promedio de 1,883,508 pb (o= 496,763 pb), y un
porcentaje de contenido G+C (guanina y citosina) promedio de 30.72% (o=

0.997).

9.2. Identificacion de especie bacteriana
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Los archivos de secuencias FASTA fueron analizados por medio de
la herramienta rMLST de Tipificacion de secuencias multilocus ribosomicas
(Jolley et al., 2012) para identificacion taxondmica y tipificacion de especies,

disponible en el PubMLST (https://pubmlst.org/species-id) (Jolley et al.,

2018) (Figura 1). El total de ensamblados fueron identificados como una de
las especies del género Campylobacter spp, con una coincidencia de mas del
90% en la mayoria de casos, y sin contaminacién con otros organismos

(Anexo 2).

9.3. Tipificacion de las secuencias
Se identificaron los secuenciotipos (ST) en conjunto con los
complejos clonales (CC) de los ensamblados por medio del esquema de
tipificacion MLST (Tipificacion de secuencias multilocus) especifico para
Campylobacter  jejuni/coli (Dingle et al., 2001) del PubMLST

(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_campylobacter _seqdef) (Figura 1).

9.4. Determinacion de genes de resistencia antibiotica y marcadores
plasmidicos

Se determind el resistoma (coleccion de genes de resistencia

antibiotica) por medio de la herramienta Abricate v1.0.1 (Seemann, 2016),

usando las siguientes bases de datos: Resfinder v4.0 (Bortolaia et al., 2020;

Florensa et al., 2022), Comprehensive Antibiotic Resistance Database 2020

(CARD, https://card.mcmaster.ca/) (Alcock et al, 2020), y NCBI

AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2021). Abricate se empleé con

pardmetros predeterminados a través de la plataforma del Galaxy Project
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(Afgan et al., 2018; The Galaxy Community, 2022) del servidor europeo

UseGalaxy Europe (https://usegalaxy.eu) (Figura 1). Ademas, se buscaron
marcadores de plasmidos por medio de PlasmidFinder v2.1 (Carattoli et al.,
2014), a través de la plataforma del Center for Genomic Epidemiology

(CGE) (http://www.genomicepidemiology.org/) (Larsen, 2013) (Figura 1).

Los datos se visualizaron con mapas de calor (heatmap, en inglés) binarios
de presencia/ausencia usando la funcion heatmap.2 del paquete gplots en R

4.1.3/RStudio 2022.

9.5. Prediccion de resistencia fenotipica
Se empled la herramienta ResFinder v4.0 (Bortolaia et al., 2020;
Florensa et al, 2022) desde la plataforma del CGE

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) para obtener el perfil de

prediccion de resistencia fenotipica basada en el genotipo de los aislados
secuenciados (Figura 1). La base de datos de la herramienta incluye paneles
especificos para antibiogramas in silico, validados para diversas especies
bacterianas. El panel para Campylobacter incluye genes y mutaciones
especificas para los siguientes antibioticos: Aminoglucdsidos (gentamicina
y estreptomicina), Betalactaimicos (ampicilina), Macrélidos (eritromicina),
Quinolonas (ciprofloxacina y dcido nalidixico), y Tetraciclinas (tetraciclina).
Las predicciones se basaron en un porcentaje de identidad del genotipo
mayor al 99.32%.

Se construyeron relaciones de los perfiles de resistencia fenotipica y

los secuenciotipos de los aislados a partir del esquema MLST de PubMLST

(Oxford) y visualizada a través del plug-in de GrapeTree (https://achtman-
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9.6.

9.7.

lab.github.io/GrapeTree/MSTree holder.html) (Zhou et al., 2018) por medio

de un arbol de expansion minimo (minimum spanning tree, MST) (Figura 1).
Los aislados que presentaron resistencia fenotipica predicha a tres o mas
grupos de antimicrobianos fueron categorizados como

multidrogorresistentes (MDR) (Magiorakos et al., 2012).

Determinacion de genes de virulencia
Se determind el viruloma (coleccion de genes de virulencia) de los
genomas por medio de la herramienta Abricate v1.0.1 (Seemann, 2016)
usando parametros predeterminados a través de la plataforma del Galaxy

Project de Europa (https://usegalaxy.eu) (Afgan et al., 2018; The Galaxy

Community, 2022), usando la base de datos Virulence Factor Database 2019

(VFDB, http://www.mgc.ac.cn/VFs/) (Chen et al., 2005) (Figura 1). A partir

de los genes encontrados, se seleccionaron dentro de cada uno de los grupos
funcionales del conjunto de datos, un total de 25 genes mas representativos
(Elmi et al., 2021) o de mayor importancia en los procesos de colonizacién
intestinal (Hermans et al., 2011) para asi poder describirlos en mayor detalle.
Siendo estos: Adhesion (cadF), Capsular (hddA, hddC, kpsC), Invasion
(ciaB), Lipopolisacarido (gmhA, waaF), Motilidad (flaA, flaB, figB, flhA,
flid, motAB, rpoN), Principal proteina de membrana externa (porA),
Quimiotaxis (ched, cheV, cheW, cheY), Toxina (cdtA, cdtB, cdtC),y Sistema

de secrecion tipo IV (virB11, virD4).

Analisis filogenético
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Para el andlisis filogenético, se estudiaron las relaciones entre los
genomas de la misma especie presentes en este estudio: C. jejuni (n=18)y
C. coli (n=12). A su vez, se busco describir este set de datos en el contexto
de secuencias de C. jejuni 'y C. coli correspondientes a pollos y humanos de
Pert, disponibles publicamente en la base curada del PubMLST (accedida
en Junio 2022) (Figura 1).

Se utilizaron los siguientes filtros de busqueda para la seleccion de
genomas de  PubMLST: “country=Peru”, “source=chicken” o
“source=human stool”, “species=Campylobacter jejuni” 0
“species=Campylobacter coli”, y “rMLST profile=complete”. A través de la
metadata disponible, se identifico que los genomas disponibles pertenecian,
en su mayoria, a dos estudios publicados correspondientes a (I) humanos con
Sindrome de Guillain Barré procedentes de Lima (Ramos et al., 2021a) y (II)
humanos asintométicos y con cuadros de gastroenteritis procedentes de la
Region Loreto, ademds de pollos de esta misma localidad (Pascoe et al.,
2020). La identificacion como “chicken” para la base de PubMLST puede
englobar tanto a pollos, gallos y gallinas, muestreados en condicién de
carcasa o ave viva. Por lo que no se puede dicriminar entre este tipo de origen
de las muestras. Para fines de la comparacion en el andlisis, los aislados de
pollos de carne y gallinas de postura del presente estudio se agruparon bajo
el nombre “Pollos del estudio”.

Luego de la seleccion, se hizo una verificacion de la pureza de la
coleccion de genomas por medio de la herramienta rMLST disponible en el
mismo portal del PubMLST. Tras la verificacion, se excluyeron aquellos

genomas que estuvieran contaminados con otra especie bacteriana. Tras la
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seleccion final (Anexos 7 y 8), se descargaron los archivos FASTA de los
ensamblados y la metadata asociada disponibles en la base de
Campylobacter Jejuni/coli

(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst campylobacter_isolates&page=qu

ery)-

Los ensamblados de todos los genomas del estudio y aquellos de Peru
descargados de PubMLST siguieron un flujo de trabajo bioinformatico para
la reconstruccion de las relaciones filogenéticas (Figura 1) (Anexos 7 y 8).
Primero, los genomas bacterianos se anotaron por medio del programa
Prokka v.1.14.5 (Seemann, 2014), usando como referencias respectivas a C.
jejuni NCTC 11168 (GenBank numero de acceso: GCA 000009085.1)
(Parkhill et al., 2000; Gundogdu et al., 2007) y a C. coli 15-537360
(GenBank numero de acceso: GCA 000494775.2) (Pearson et al., 2013).
Los archivos en formato GFF3 de las secuencias de los ensamblados con las
respectivas anotaciones, fueron usados como archivos de entrada para Roary
v3.13.0 (Page et al., 2015). Para determinar el pangenoma, se extrajeron los
alineamientos de genes core usando blastp (Camacho et al., 2009) con un
limite del 95%, y se  visualizaron  con  Phandango

(https://jameshadfield.github.io/phandango/) (Hadfield et al., 2018). Se

realizé una curacion manual, descartando los ensamblados de menor calidad
en base a los graficos de alineamiento. Se empled trimAl 2.rev0 (Capella-
Gutiérrez et al., 2009) para transformar los archivos de salida ALN en
formato PHYLIP.

Se construyeron cuatro arboles filogenéticos de maxima

verosimilitud (maximum-likelihood, ML) con 1Q-TREE v2.1.2 (Nguyen et
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al., 2015), usando el modelo de sustitucion GTR+F+I+G4 con 1000
bootstraps. Se usaron como referencia para enraizar los arboles a C. jejuni
NCTC 11168 para las filogenias de C. jejuni, y C. coli 15-537360 como
referencia para las de C. coli. Los archivos de salida en formato TREEFILE
fueron transformados al formato NEWICK para su posterior uso. El arbol de
genomas de C. jejuni del estudio (n=18) comprendio6 1,121 genes core, y el
de C. coli (n=12) 1,103 genes core.

El arbol de C. jejuni de Peru, basado en 1,040 genes core comprendiod
genomas de aislados de humanos (n=108), pollos (n=81), y pollos del estudio
(n=17) (Anexo 7). El arbol de C. coli de Pert se bas6 en 1,035 genes core de
aislados de humanos (n=71), pollos (n=23), y pollos del estudio (n=11)
(Anexo 8).

Los productos de los analisis de C. jejuni'y C. coli de este estudio se
visualizaron y editaron por medio de la herramienta Microreact v211

(https://microreact.org/) (Argimoén et al., 2016) (Figura 1). La herramienta

Interactive Tree of Life v6 (iTOL, https://itol.embl.de/) (Letunic & Bork,

2021) fue usada para visualizar y anotar los arboles de C. jejuniy C. coli con
las secuencias de Pert (Figura 1). Adicionalmente, se construyeron matrices
de comparacion de la distancia de polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP) a partir de los alineamientos de pangenomas de Pert, por medio de
snp-dists v0.8.2 (Seemann et al., 2021). Se calcularon los promedios de las
diferencias de SNPs entre clusteres de interés basados en la visualizacion de

los arboles.

10. Analisis estadistico
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Las variables categodricas (origen, especie del aislado, secuenciotipo,
complejo clonal, mecanismo de resistencia antimicrobiana, mecanismo de
virulencia, perfil genotipico de resistencia antimicrobiana) fueron descritas
mediante el uso de frecuencias y porcentajes. El andlisis bivariado contrastd el
origen de los aislados y especies bacterianas de los aislados con la presencia de genes
de resistencia antimicrobiana, genes de virulencia, perfil de resistencia
antimicrobiana predicha (perfil genotipico), y multidrogorrestencia genotipica. EIl
analisis bivariado se realizd6 mediante el uso de la prueba Exacta de Fisher con un
nivel de confianza del 95%. El manejo y analisis de datos generados, en
combinacion con la metadata de los mismos, empled los paquetes estadisticos

Microsoft Excel (Microsoft 365) v2202, Stata v14.0, y R 4.1.3/RStudio 2022.

11. Consideraciones éticas

El estudio solo utilizé aislados bacterianos, anteriormente procesados y
criopreservados. La obtencion de los aislados de Campylobacter spp. realizada
como parte de un proyecto de investigacion en marcha (codigo SIDISI 104130),
fue previamente revisada y registrada (Documento CAREG-OVEI-009-20) por
parte de la Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (DUICT-UPCH). El uso de los aislados y
sus genomas con fines del presente estudio (codigo SIDISI 208542) fue revisado y
aprobado por la Direccion Universitaria de Asuntos Regulatorios en Investigacion
de UPCH, segtn el documento CAREG-ORVEI-075-22. Por sus caracteristicas y
segun el Manual de Procedimientos de la Universidad, el estudio fue exento de

evaluacion por los Comités Institucionales de Etica en Humanos y en Animales.
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RESULTADOS

1. Identificacion de especies y tipificacion de los genomas

El andlisis de los 30 ensamblados de genomas de aislados de Campylobacter spp. de
pollos de carne (n=15) y gallinas de postura (n=15) result6 en la identificacion del 60%
(18/30) como C. jejuni 'y el 40% (12/30) como C. coli (Figura 2). Todos los aislados de
C. coli (n=12) correspondieron a gallinas de postura, mientras que aquellos identificados
como C. jejuni provinieron de ambas fuentes, siendo el 83.33% (15/18) originarios de
pollos de carne. Un aislado de C. jejuni de gallina de postura y el 25% (3/12) de C. coli
correspondieron a complejos clonales (CC) y secuenciotipos (ST) no definidos (ND).
Estos cuatro genomas carecieron de uno o mas de los siete alelos del esquema de MLST,
resultando en perfiles alélicos incompletos y por siguiente impidiendo su asignacion y
clasificacion dentro de un secuenciotipo especifico, y por ende bajo complejos clonales
(Anexo 3). El1 72.2% (13/18) de C. jejuni correspondid al ST-607 (CC-607), siendo el
perfil de tipificacion MLST mads representado en todo el conjunto de aislados. El 11%
(2/18) de C. jejuni correspondié a aislados del CC-49 y ST-3720, y el 5.6% (1/18)
restante a CC-353 y ST-6888. Los aislados de C. coli correspondieron principalmente a
dos CC, donde el 41.7% (5/12) se asign6 al CC-1150 y ST-10611, mientras que el 33.3%
(4/12) a CC-828. Los aislados de este ultimo CC se subdividieron en tres STs: ST-825

(16.7%, 2/12), ST-10617 (8.3%, 1/12), y ST-5123 (8.3%, 1/12).
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Figura 2. Distribucion de especies, complejos clonales y secuenciotipos de aislados de
Campylobacter spp. de gallinas de postura y pollos de carne de la Region Lima, Peru.
Abreviaturas: CC: complejo clonal; ST: secuenciotipo; ND: no determinado
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2. Determinacion de los genes y marcadores afines de resistencia antibiotica y

marcadores plasmidicos presentes

Se identificaron 13 genes y marcadores de resistencia antibidtica en el
conjunto de aislados, correspondientes a cuatro clases de antibidticos:
aminoglucésidos (n=7), betalactimicos (n=4), fluoroquinolonas (n=1), y
tetraciclinas (n=1) (Figura 3), con una identidad promedio de 98.54% (0=3.42%) y
una cobertura promedio de 99.77% (6=1.85%). Ademas, se identificaron los tres
genes que comprenden el operén de la bomba de eflujo multidrogorresistente
(MDR) cmeABC, que confiere resistencia a macrdlidos, fluoroquinolonas, y
cefalosporinas (betalactamicos).

El total de aislados de pollos de carne, identificados como C. jejuni, presentd
nueve genes, correspondientes a cada una de las cuatro clases de antibidticos
identificados (Cuadro 1). Respecto al genotipo de resistencia a aminoglucdésidos,
este grupo solo presento tres de los genes detectados para la familia (aad9, aph(2')-
If, aph(3')-1lla). El 86.7% de estos aislados (13/15) present6 el operén cmeABC, a
excepcion de dos aislados que contaron con cmed y cmeC, pero carecieron del gen
cmeB (Cuadro 2).

Los aislados de C. jejuni de gallinas de postura presentaron un patron similar
a aquellos derivados de pollos de carne, con excepcion de los genes que confieren
resistencia para aminoglucosidos, de los cuales solo presentaron a aph(3')-Illa. No
hubo diferencias estadisticamente significativas en los genotipos entre aislados de
la misma especie entre los grupos de ambos origenes (Cuadro 1). Los aislados de C.
coli, derivados en su totalidad de gallinas de postura, presentaron diez genes de
resistencia antibidtica. El 83.3% (10/12) present6 el operén cmeABC. No se

encontro la mutacion gyrd (T86I) que confiere resistencia a Quinolonas. Al igual
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que los aislados de C. jejuni, presentaron el gen aph(3')-Illa para resistencia a
aminoglucésidos. Un aislado presentd genes unicos al conjunto de datos para esta
familia, siendo estos: aad6, spw, y ant(6)-la (también llamado aadFE), ademés del
gen sat-4 de estreptotricina acetiltransferasa, determinante para resistencia al
nucledsido estreptotricina. Este aislado, identificado como ID529, presentd el
cluster de genes de resistencia a aminoglucosidos-estreptotricina: aadE—sat4—aphA-
3. La diferencia entre los genotipos de resistencia a aminoglucésidos de aislados
Campylobacter spp. de pollos de carne y de gallinas de postura fue estadisticamente
significativa (Cuadro 1). Los determinantes de resistencia a antibidticos
betalactdmicos pertenecieron a la familia de genes tipo OXA que codifica la
produccion de B-lactamasas de clase D.

El analisis de marcadores plasmidicos resulté negativo para la totalidad de

los aislados del estudio.
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Figura 3. Distribucion de genes de resistencia antibidtica en los genomas de aislados de
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli de gallinas de postura y pollos de carne de la
Region Lima, Perti. Los genes y familias de genes se ordenaron por orden alfabético. Los
aislados se ordenaron de manera ascendente segun su codigo de identificacion dentro de
cada grupo. Abreviaturas: ID: codigo del aislado; AMG: aminoglucédsidos; BLA:
betalactamicos; FQ: fluoroquinolonas; NCS: nucleo6sidos; TET: tetraciclinas; MDR EP:
Bomba de eflujo MDR
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Cuadro 1: Analisis bivariado del genotipo de resistencia antibiodtica y presencia de genes asociados de
aislados de Campylobacter spp. de gallinas de postura y pollos de carne de la Region Lima.

Gallina de postura Pollo de carne
N (%) N (%) Total b
Total  C.jejuni C.coli | Total C.jejuni . (n=30)
(n=15) (n=3) (n=12) (n=15) (n=15) P
Aminoglucosidos 9 (60.0) 2(66.7) 7(58.3) | 15(100) 15(100) 0.167 (8%)40) 0.017
aad6 1(6.7) 0(0.0) 1 (8.3) 0 (0.0) 0 (0.0)
aad9 0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 15(100) 15(100)
ant(6)-la 1(6.7) 0(0.0) 1 (8.3) 0 (0.0) 0 (0.0)
aph(2")-1f 0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 15(100) 15(100)
aph(3')-1lla 9(60.0) 2(66.7) 7(58.3) | 15(100) 15 (100)
spw 1(6.7) 0 (0.0) 1(8.3) 0 (0.0) 0 (0.0)

_— 14 29
Betalactamicos (93.3) 3(100) 11(91.7) | 15(100) 15(100) N.A. (96.7) N.A.
blaOXA-61 (91343) 3(100) 11 (91.7) | 15(100) 15(100)
blaOXA-193 (91343) 3(100) 11 (91.7) | 15(100) 15 (100)
blaOXA-450 (91343) 3(100) 11(91.7) | 15(100) 15 (100)
blaOXA-605 (91343) 3(100) 11(91.7) | 15(100) 15 (100)

Fluoroquinolonas 2 (13.3) 2 (66.7) 0(0.0) |15(100) 15(100) 0.167 (51677) N.A.
gyr4 (T86I) 2(13.3) 2(66.7) 0(0.0) | 15(100) 15(100)
Nucleésidos 1(6.7) 0 (0.0) 1(8.3) 0 (0.0) 0(0.0)0 N.A. 1(333) 1.000
sat-4 1(6.7) 0(0.0) 1 (8.3) 0 (0.0) 0 (0.0)
- 13 28
Tetraciclinas (86.7) 2(66.7) 11(91.7) | 15(100) 15(100) 0.167 (93.3) 0.483
13
tetO (86.7) 2(66.7) 11(91.7) | 15(100) 15 (100)

Valores p: Prueba exacta de Fisher, nivel de confianza del 95%.
p*: C. jejuni derivados de gallinas de postura y de pollos de carne; p®: total de aislados de gallinas de
postura y pollos de carne; N.A.: no aplica.
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Cuadro 2: Presencia de genes del operon para la bomba de eflujo multidrogorresistente cmeABC en
aislados de Campylobacter spp. de gallinas de postura y pollos de carne de la Regién Lima.

Gallina de postura Pollo de carne
N (%) N (%) Total
Total C. jejuni C. coli Total C. jejuni (n=30)
(n=15) (n=3) (n=12) (n=15) (n=15)

cmeA 13 (86.7) 2 (66.7) 11 (91.7) 15 (100) 15 (100) 28 (93.3)
Genes cmeB 14 (93.3) 3 (100) 11 (91.7) 13 (86.7) 13(86.7)  27(90.0)
cmeC 14 (93.3) 2 (66.7) 12 (100) 15 (100) 15 (100) 29 (96.7)
Operon cmeABC 12 (80.0) 2 (66.7) 10 (83.3) 15 (100) 13(86.7)  25(80.0)
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3. Identificacion de los genes de virulencia presentes

Se identificaron 115 genes de virulencia en los genomas, correspondientes a nueve
grupos funcionales distintos (Cuadro 3) que involucran importantes factores de
colonizacion del tracto intestinal de aves y humanos. No se encontraron genes
correspondientes a la regulacion de la temperatura y respuesta al shock térmico,
regulacion de hierro, respuesta al estrés oxidativo y nitrosativo, metabolismo central
intermediario y energético, n-glicosilacion, ni sistemas reguladores de dos componentes.
Los genes se detectaron con una identidad promedio de 95.30% (0=5.54%) y una

cobertura promedio de 99.56% (0=1.77%).

Entre los genes mas representativos que intervienen en los factores de virulencia
(Cuadro 4) se encontr6 a cadF, involucrado en la adherencia a enterocitos, en el 96.7%
de aislados, al igual que el gen ciaB de antigeno invasor B. Todos los aislados presentaron
waaF, cuya actividad glicosiltransferasa interviene en el proceso de biosintesis de
lipopolisacarido. La presencia de los genes capsulares kpsC, requerido para la biosintesis
polisacéarida capsular, y hddC, involucrado en la sintesis de heptosa, tuvieron una

presencia significativamente mas alta en los aislados de pollos de carne.

Los genes flaA y flaB, responsables de las subunidades flagelares FlaA y FlaB,
estuvieron ausentes en los aislados de C. jejuni. Sin embargo, estos si presentaron los
genes del motor flagelar mot4B, involucrado en la rotacion flagelar para la colonizacion
intestinal. Los factores sigma (o factores o) de regulacion flagelar fli4 y rpoN estuvieron
presentes en todos los aislados, al igual que los genes asociados a proteinas de quimiotaxis

de la familia che.
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El gen porA4 de membrana solo se identifico en 11 aislados en todo el set, siendo
estos C. jejuni de pollos de carne. E1 94.4% (17/18) de aislados de C. jejuni presentd
el operon cdtABC, responsable de la produccion de la toxina de distension citoletal
(CDT), con excepcion de un aislado de gallinas de postura que no contd con la
totalidad de genes que lo conforman. Solo un aislado de C. jejuni obtenido de una
gallina de postura presentd genes reguladores de proteinas del Sistema de Secrecion

Tipo IV (T4SS).
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Cuadro 3: Genes de virulencia presentes en aislados de Campylobacter spp. de gallinas
de postura y pollos de carne de la Region Lima.

Grupo Funcional

Genes

Adhesion (n=3)

cadF, jlpA, pebA

Capsular (n=27)

Cjl4l16c, Cjl417c, Cjl1419c, Cji1420c, Cji142lc,
Cj1426¢, Cjl1427c, Cj1432c, Cjl1435¢, Cjl436c,
Cjl1437c, Cjl1440c, cysC, fcl, glf, gmhA2, hddA,

hddC, kfiD, kpsC, kpsD, kpsE, kpsF, kpsM, kpssS,
kpsT, rfbC

Invasion (n=2)

ciaB, ciaC

Lipopolisacarido (LOS) (n=9)

Cjl135, gmhA, gmhB, hldD, hldE, htrB, waaC,
waaF, waaV

Motilidad (n=59)

eptC, flaA, flaB, flaC, flaD, flaG, figA, flgB,
1gC, figD, fIgE, figF, flgG, fIgH, flgl, flgJ, fIgK,
S1gM, figP, flgQ, fIgR, f1gS, flhA, flhB, fIRF, flhG,
fliA, fliD, fliE, fliF, fliG, fliH, flil, fliK, fIiL, fliM,
SN, fliP, fliQ, fliR, fIiS, fliW, fliY, maf4, motA,
motB, pflA, pseA, pseB, pseC, pseD/maf2,
pseE/maf3, pseF, pseG, pseH, psel, ptmA, ptmB,
rpoN

Principal proteina de membrana
externa (MOMP) (n=1)

porA

Quimiotaxis (n=4)

cheA, cheV, cheW, cheY

Toxina (n=3)

cdtA, cdtB, cdtC

Sistema de secrecion tipo IV
(T4SS) (n=7)

Cjp54, virB10, virB11, virB4, virBS, virB9,
virD4
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Cuadro 4: Analisis bivariado de los principales genes de virulencia de aislados de Campylobacter spp.
de gallinas de postura y pollos de carne de la Regién Lima.

Gallina de postura

Pollo de carne

N (%) N (%) Total b

Total C. jejuni  C. coli Total C. jejuni a (n=30)

(n=15) (n=3) (n=12) (n=15) (n=15)
Adhesion
cadF 14 (93.3) 2 (66.7) 12 (100) 15 (100) 15(100) 0.167 29(96.7) 1.000
Capsular
hddA 11(73.3) 3 (100) 8 (66.7) 14(93.3) 14(93.3) 1.000 25(83.3) 0.330
hddC 7 (46.7) 3 (100) 4 (33.3) 14(93.3) 14(93.3) 1.000 21(70.0) 0.014
kpsC 8(53.3) 1 (33.3) 7 (58.3) 15 (100) 15(100) 0.020 23(76.7) 0.006
Invasion
ciaB 15 (100) 3 (100) 12 (100) | 14(93.3) 14(93.3) 1.000 29(96.7) 1.000
LOS
gmhA 14 (93.3) 3 (100) 11 (91.7) | 15(100) 15(100) N.A. 29(96.7) 1.000
waalF 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
Motilidad
flaA 2(13.3) 0 (0.0) 2 (16.7) 0 (0.0) 0 (0.0) N.A. 2(6.7) 0.483
flaB 2(13.3) 0 (0.0) 2 (16.7) 0 (0.0) 0(0.0) N.A. 2(6.7) 0.483
flgB 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
flhA 14 (93.3) 2(66.7) 12 (100) 15 (100) 15(100) 0.167 29(96.7) 1.000
flid 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
motA 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
motB 2(13.3) 2 (66.7) 0(0.0) 15 (100) 15(100) 0.167 17 (56.7) <0.001
motAB 2(13.3) 2 (66.7) 0 (0.0) 15 (100) 15(100) 0.167 17 (56.7) <0.001
rpoN 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
MOMP
porA 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0) 11(73.3) 11(73.3) 0.043 11(36.7) <0.001
Quimiotaxis
cheA 14 (93.3) 2(66.7) 12 (100) 15 (100) 15(100) 0.167 29(96.7) 1.000
cheV 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
cheW 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
cheY 15 (100) 3 (100) 12 (100) 15 (100) 15(100) N.A. 30(100) N.A.
Toxina
cdtA 2(13.3) 2 (66.7) 0(0.0) 15 (100) 15(100) 0.167 17 (56.7) <0.001
cdtB 2(13.3) 2 (66.7) 0(0.0) 15 (100) 15(100) 0.167 17 (56.7) <0.001
cdtC 3 (20.0) 3 (100) 0(0.0) 15 (100) 15(100) N.A. 18(60.0) <0.001
cdtABC 2(13.3) 2 (66.7) 0(0.0) 15 (100) 15(100) 0.167 17 (56.7) <0.001
T4SS
virB11 1(6.7) 1(33.3) 0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0) 0.167 1(3.3) 1.000
virD4 1(6.7) 1(33.3) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0.167 1(3.3) 1.000

Valores p: Prueba exacta de Fisher, nivel de confianza del 95%.
p*: C. jejuni de derivados de gallinas de postura y de pollos de carne; p’: aislados de gallinas de postura
y pollos de carne; LOS: Lipo-oligosacarido; MOMP: Principal proteina de membrana externa; T4SS:

Sistema de secrecion tipo I'V; N.A.: no aplica.



4. Prediccion de los perfiles de resistencia fenotipica

El anélisis in silico de resistencia antibidtica, resultd en predicciones de
resistencia a los seis antibioticos del panel para Campylobacter spp. (Figura 4). Estas
predicciones se basan en los siguientes genotipos especificos: gentamicina (aph(2")-1f),
estreptomicina (aph(3')-1lla), ampicilina (blaOx4-61), quinolonas (gyrd (T86I)), y
tetraciclina (tetO). Todos los aislados se identificaron como resistentes a uno o mas
antibioticos (Cuadro 5), dividiéndose en seis distintos perfiles de combinaciones de
resistencia (Cuadro 6) de los cuales tres se clasifican como perfiles

multidrogorresistentes (MDR).

STR
NA
CIP Origen
. Pollo de carne (n=15)
TET . Gallina de postura (n=15)
AMP
CN

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Frecuencia de aislados de Campylobacter spp. (%)
Figura 4. Frecuencia de resistencia antibiotica fenotipica predicha en genomas de
aislados de Campylobacter spp. de gallinas de postura y pollos de carne de la Region
Lima, Pert. Antibidticos ordenados por frecuencias de resistencias de menor a mayor.

Abreviaturas. STR: estreptomicina; NA: acido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; TET:
tetraciclina; AMP: ampicilina; CN: gentamicina.
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Cuadro 5: Analisis bivariado de resistencia antibiotica predicha de aislados de Campylobacter
spp. de gallinas de postura y pollos de carne de la Region Lima.

Gallina de postura

N (%)

Pollo de carne
N (%)

C C Total b
Total jejL;ni C. coli Total jeju.m' Pt (n=30)
(n=15) (n=3) (n=12) | (n=15) (n=15)
2 15
MDR 3 (66.7) (66.7) 1(8.3) | 15(100) (100) 0.167 18 (60.0) <0.001
Aminoglucosidos
Gentamicina 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 15(100) (11050) 0.001 15(50.0) <0.001
Estreptomicina 1(6.79 0(0.0) 1¢83) | 0(0.0) 0(0.0) N.A. 1(3.3) 1.000
Betalactamicos
Ampicilina 4 30000 M lisaoy D NA 2996.7)  1.000
p (93.3) (91.7) (100) M ' '
Quinolonas
Ciprofloxacina 2 (13.3) (662 7) 0(0.0) | 15(100) (11050) 0.167 17(56.7) <0.001
Acido 2 15
Nalidixico 2(13.3) (66.7) 0(0.0) | 15(100) (100) 0.167 17(56.7) <0.001
Tetraciclinas
Tetraciclina 13 2 1 15 (100) 1> 0.167 28(93.3) 0.483
ctracie (86.7)  (66.7)  (91.7) (100) ' ‘

Valores p: Prueba exacta de Fisher, nivel de confianza del 95%.
p®: C. jejuni de derivados de gallinas de postura y de pollos de carne; p’: total de aislados de
gallinas de postura y pollos de carne; N.A.: no aplica; MDR: multidrogorresistencia.

Los aislados de pollos de carne tuvieron perfiles MDR vy resistencias

significativamente mas altas para gentamicina y quinolonas (Cuadro 5). A todos los

aislados de este grupo se les atribuyd un unico perfil correspondiente a cuatro

antibioticos:

gentamicina-ampicilina-ciprofloxacina-acido

nalidixico-tetraciclina

(Cuadro 6). E194.44% (17/18) de aislados de C. jejuni tuvieron perfiles MDR. Aquellos

derivados de gallinas de postura, correspondientes al ST-3720 (n=2) presentaron el

perfil ampicilina-ciprofloxacina-acido nalidixico-tetraciclina (Figura 5). Los aislados

de gallinas de postura presentaron perfiles de resistencia distintos a los de pollos de
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carne. Solo se reportd un aislado de C. coli con resistencia a aminoglucdsidos,

especificamente para estreptomicina, al cual se le asigné el ST-10617.

Cuadro 6: Analisis bivariado de perfiles de resistencia antibidtica predicha de aislados de
Campylobacter spp. de gallinas de postura y pollos de carne de la Region Lima.

Gallina de postura

Pollo de carne

N (%) N (%) Total
— b
Total jejCL;.ni C. coli (Tlitf; jejc;ni p? " )30 '
(m=15) ST =1z | 71 JO
CN-AMP-CIP- 15 15 000 15
NN 000 000 000 | (oo Gy 1 o <0001
STR-AMP- 0
A 16T 000 163) | gp 000 NA 1(33) 1000
AMP-CIP-NA- 2 0 0.02
A (133 266D 00 | g 000 "% 267 048
AMP-TET o 000 .2 0 000 NA .2 0001
(60.0) 0750y | 0.0 0 NA- 350y O
2 0 0.16
AMP 133 1633 163 | g 000 "0 267 o048
TET 16.7)  0(0.0) 1(83) (000) 0(0.0) NA 133) 1.000

Valores p: Prueba exacta de Fisher, nivel de confianza del 95%.
p*: C. jejuni derivados de gallinas de postura y de pollos de carne; p°: total de aislados de
gallinas de postura y pollos de carne; N.A.: no aplica; CN: gentamicina, AMP: ampicilina,

CIP: ciprofloxacina, NA: acido nalidixico, TET: tetraciclina, STR: estreptomicina.
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ST-10611

*

Campylobacter coli

ST-10617 s1-5123 Origen

Pollo de carne (n=15)

ST-825 (") Gallina de postura (n=15)

Perfil fenotipico predicho

P CN-AMP-CIP-NA-TET (n=15)
— AMP-TET (n=9)
- AMP-CIP-NA-TET (n=2)
@ AMP (n=2)

STR-AMP-TET (n=1)
@ TET(n=1)
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Campylobacter jejuni
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Figura 5. Distribucion de perfiles de resistencia fenotipica predicha en los grupos de
secuenciotipos (ST) de los aislados de C. jejuni (n=18) y C. coli (n=12). Arbol MST
elaborado a partir del esquema MLST de Campylobacter jejuni/coli de PubMSLT con el
plug-in de GrapeTree. La visualizacion fue reproducida con los siguientes pardmetros:
Kurtosis de nodos 100% (predeterminado, area de los nodos se correlaciona directamente
con el numero de aislados comprendido dentro del grupo de cada ST), tamafio de nodos:
150%, escalado de ramas: 30%. El valor de longitud de rama sigue la escala de las
longitudes de ramas definidas en el arbol original. La distancia de las ramas varia segiin
la distancia entre nodos. El asterisco (*) en el nodo con ST-10611 simboliza la presencia
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de un aislado (n=1) identificado con ST-ND cuyo perfil alélico incompleto resulta similar
al del secuenciotipo bajo el cual esta agrupado. Abreviaturas: ST: Secuenciotipo; ND: No
determinado; CN: gentamicina; AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina; NA: acido
Nalidixico; TET: tetraciclina; STR: estreptomicina.

5. Analisis filogenético y comparacion de los genomas de Campylobacter spp.

procedentes de aves de postura y de carne

El analisis filogenético de los aislados de C. jejuni del estudio (n=18), mostrd
que las relaciones entre aislados se agruparon en clusteres definidos segun su origen
(Figura 6). Dentro del cluster proveniente de pollos de carne se formo un cluster
conformado por el ST-607 (Figura 6B). Cada cluster de aislados presentd patrones
similares de genotipos de resistencia antibidtica y grupos funcionales de factores de
virulencia. El aislado identificado como ID “533” de gallinas de postura sélo presento
un genotipo resistente para betalactdmicos, mediado unicamente por genes tipo OXA
(Anexo 5). Este presento los genes del operon cmeABC incompletos. Ademas, este
aislado sin ST definido, carecié del gen por4A (MOMP) y fue el tnico en contar con

genes involucrados en el Sistema de secrecion tipo IV (Anexo 6).

37



Resistencia
Antibiética Virulencia

A O 1012 [ | H EEEEEEEE
e 1016 [ | H EEEEEEEN
B 385 EEEE EEEEE BN
407 HEEEE EEEEEEEN
500 HEEEE EEEEEEEN
408 EEEE EEEEEEEN
399 EEEE EEEEEEEEN
400 HEEEE EEEEEEEN
| 403 HEEEE EEEEE BN
504 EEEE EEEEE EE
404 EEEE EEEEE BN
405 EEEE EEEEEEEN
411 EEEE EEEEEEEN
418 HEEEE EEEEEEEN
a7 HEEEE EEEEEEEN
O 533 [ | ENEEE EEE
@57 AN EEE EEEEN EN
056 {MEEEN EENEEE N
0.0017 §88888 588833228
L — 928 238 5L BZ vl 25 8RS
‘-“"EO—_Q ﬂ,n_l'ﬂ = S ° K
O8ws523c 5 z 5 =zF
2 G e T o £ = E
2823 £ <° 5
gzyopE <)
B c g *ox
395 ga

407
500 :
Origen

4 . Pollo de carne (n=15)

£ Gallina de postura (n=3)

400

403

Secuenciotipo
504 _

@ sT-607 (n=13)
404
© sT-3720 (n=2) Genes
405 7
O ST-6888 (n=1) . Presencia
41
@ s7-12074 (0=1) Ausencia
4186
O ND(n=1)

0.000077 417

Figura 6. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido a partir del
alineamiento de 1,121 genes core de aislados de C. jejuni (n=18) de gallinas de postura
y pollos de carne de la Region Lima, Peru. (A) Los nodos estdn coloreados por
secuenciotipo. El heatmap muestra la presencia de genes de resistencia antibidtica
agrupados por familia. Ademas, muestra la presencia de genes de virulencia agrupados
segun grupos funcionales. Las categorias se dispusieron en orden alfabético. El asterisco
(*) indica que el genotipo de resistencia estd mediado adicionalmente por la presencia
de la bomba de eflujo cmeABC. (B) Cluster de aislados del ST-607 dispuesto con mayor
resolucion para visualizacion de distancias de las ramas. El cddigo ID tinico (niimero de
tres digitos) de cada aislado/genoma acompafia de forma paralela cada nodo y respectiva
linea de casillas del heatmap. Las longitudes de rama estan expresadas en términos de
sustituciones por sitio, lo cual se indica por medio del valor numérico de la barra de
escala en la parte inferior de cada panel. Abreviaturas: ND: No determinado; LOS: Lipo-
oligosacarido; MOMP: Proteina de membrana externa; T4SS: Sistema de Secrecion tipo
Iv.
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Los aislados de C. coli del estudio (Figura 7) también se agruparon en clusteres,

destacandose aquel del ST-10611 (Figura 7B). Todos los aislados (n=12) presentaron

genes de virulencia de seis grupos funcionales (Adhesion, Capsular, Invasion,

Lipopolisacarido, Motilidad, y Quimiotaxis) (Anexo 4).
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Figura 7. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido a partir del
alineamiento de 1,103 genes core de aislados de Campylobacter coli (n=12) de gallinas
de postura de la Region Lima, Peru. (A) Los nodos estan coloreados por secuenciotipo.
El heatmap muestra la presencia de genes de resistencia antibiotica agrupados por
familia. Ademas, muestra la presencia de genes de virulencia agrupados segun grupos
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funcionales. Las categorias se dispusieron en orden alfabético. El asterisco (*) indica
que el genotipo de resistencia esta mediado adicionalmente por la presencia de la bomba
de eflujo cmeABC. (B) Cluster de aislados de ST-10611 dispuesto en mayor resolucion
para la visualizacion de distancias de las ramas. El codigo ID unico (niimero de tres
digitos) de cada aislado/genoma acompana de forma paralela cada nodo y respectiva
linea de casillas del heatmap. Las longitudes de rama estan expresadas en términos de
sustituciones por sitio, lo cual se indica por medio del valor numérico de la barra de
escala en la parte inferior de cada panel. Abreviaturas: ND: No determinado; LOS: Lipo-
oligosacarido, MOMP: Proteina de membrana externa; T4SS: Sistema de Secrecion tipo
IV.

Los aislados de C. jejuni de Peru provenientes de pollos y humanos (n=206)
estdn representados principalmente por el complejo clonal CC-607 (n=78), que
comprende diversos secuenciotipos mas alld del ST-607 de los pollos de carne del
estudio (Figura 8). A diferencia del CC-607 y de CC-353, el segundo mas representado,
el CC-52 (n=22) y CC-362 (n=15) solo contuvieron aislados de origen humano. El
conjunto de datos contd con otros 16 complejos clonales menos representados,
distribuidos entre 44 aislados de humanos y pollos. Dentro de cada CC, los aislados de
pollos del estudio y otros pollos del pais se agruparon en clusteres. Se observo un cluster
entre dos aislados de pollo (CC-607, ST-1212) uno de humano (CC-607, ST-1212), y
uno de pollo del estudio (CC-607, ST-12074), entre los cuales hubo en promedio una
diferencia de 1568 SNPs (=23 SNPs). Otro cluster bajo el CC-353 comprendid dos
aislados de humanos (ST-1036), uno de los pollos del estudio (ST-6888) y dos de pollos
de Pert (ST-1036). Hubo una diferencia promedio de 557 SNPs (6=122 SNPs) entre
ellos. Un tercer cluster de aislados de las tres fuentes estuvo comprendido por dos
aislados de gallinas del estudio, un pollo de Perti y un humano. Los pollos pertenecieron
al CC-353 (ST-3720), mientras que el humano al CC-446 (ST-862). El promedio de

diferencia de SNPs entre ellos fue de 2422.33 SNPs (6=1962 SNPs). Los aislados de
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humanos con Sindrome de Guillain Barré se agruparon bajo el CC-362 (ST-2993). En

el conjunto de datos no se represento a aislados de origen animal en ese complejo clonal.

Origen
[ Polios del estudio (n=17)
[] Polios (n=81)
]—‘ Humanos (n=108)

Gomplejo clonal

B cc607 (n=78)
B cc-52(n=22)
[] cc-353 (n=22)
7] cc-362 (n=15)
D Qtros (n=44)
] ND(n=25)

Figura 8. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido a partir del
alineamiento de 1,040 genes core de aislados de C. jejuni (n=206) de pollos (n=81) y
humanos (n=108) de Pert. Las longitudes de las ramas del arbol fueron normalizadas
para facilitar la visualizacion. Abreviaturas ND: No determinado; CC: Complejo
clonal; ST: Secuenciotipo

En el caso de los aislados de C. coli de pollos y humanos de Pert (n=105), se

identificaron tnicamente dos complejos clonales: CC-828 (n=66) y CC-1150 (n=10)
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(Figura 9). Dentro de este CC se determino el claster de un aislado humano ST-10250

y dos ST-829, junto con un aislado de gallinas del estudio y un pollo de Pert, ambos de

ST-825, con una diferencia promedio de 548 SNPs (6=327 SNPs). Un segundo cluster

de este CC correspondi6 a un aislado humano (ST-5123) y a un gallina del estudio y un

pollo de Pert (ST-825), donde la diferencia fue de 643 SNPs (6=909 SNPs).
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Figura 9. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido a partir del
alineamiento de 1,035 genes core de aislados de C. coli (n=105) de pollos (n=23) y
humanos (n=71) de Peru. Las longitudes de las ramas del arbol fueron normalizadas
para facilitar la visualizacion. Abreviaturas ND: No determinado; CC: Complejo
clonal; ST: Secuenciotipo.
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DISCUSION

El estudio tuvo como objetivo caracterizar los genomas de aislados de
Campylobacter spp. obtenidos de aves de postura y carne en Lima, Peru, dada la limitada
informacion sobre esa poblacion bacteriana en esta region de alta produccion y consumo
de productos avicolas. El uso del secuenciamiento de genoma completo (WGS) permitio
una alta resolucion de los genomas y la posibilidad de un analisis simultaneo de los
componentes de resistencia antibidtica, virulencia y diversidad genética. Los resultados
de identificacion de especies a partir de la tipificacion de los genomas, mostraron que C.
Jjejuni fue la especie predominante entre los aislados de pollos de carne, mientras que los
aislados de las gallinas de postura solo correspondieron a C. coli. Esta distribucion es
consistente con estudios previos en Peru (Lucas et al., 2013) donde C. jejuni ha sido

identificado como la principal especie del género asociada a pollos (Mourkas et al., 2020).

La variabilidad genética observada en los complejos clonales y secuenciotipos de
los aislados estudiados, sugiere una diferenciacion en los aislados en funcion del origen
avicola, lo que podria implicar diferencias en la adaptacion a las aves de carne y de
postura (Han et al., 2016). Los aislados de C. jejuni en su mayoria se distribuyeron bajo
el complejo clonal CC-607 asociado a pollos de carne, y los C. coli bajo el CC-1150y
CC-828, anteriormente descritos con presencia en Pertl (Quino et al., 2022; Schiaffino et
al., 2024), y con ubicuidad en casos clinicos y poblaciones aviares en otros continentes
(Cody et al., 2012; Veltcheva et al., 2022; Vliet et al., 2022). A pesar de identificar

complejos clonales y secuenciotipos comunes y anteriormente reportados en distintas
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pobblaciones, un grupo de aislados (n=4) no pudieron ser asignados a un secuenciotipo
(ST) debido a perfiles MLST incompletos (Anexo 1), en los que la ausencia de loci
probablemente se debe a una profundidad de secuenciamiento insuficiente o a vacios
(“gaps”) en el ensamblaje, mas que a una variacion alélica real. La falta de asignacion de
ST de estos aislados refleja las limitaciones del esquema MLST junto con artefactos
inherentes a los pipelines de ensamblaje y asignacion de alelos, los cuales pueden afectar
la recuperacion completa de los loci y generar fallos en la tipificacion. El andlisis
filogenético basado en genes core permitid una resolucion mas robusta y consistente para
agrupar los genomas de los aislados y poder determinar sus relaciones evolutivas. La
comparacion de los genomas de los aislados del estudio con otros disponibles
publicamente de origen aviar y humano evidencio la presencia de complejos clonales
compartidos, particularmente CC-607, CC-353 y CC-828, lo que sugiere la circulacion
de linajes de Campylobacter spp. entre aves de produccion y humanos en el Pert. Estos
hallazgos son consistentes con el reconocido papel de las aves como uno de los principales
reservorios de esta bacteria enteropatogena (Newell & Fearnley, 2003) y resaltan el valor
de la gendmica para identificar linajes de importancia epidemioldgica. No obstante, las
distancias gendmicas observadas entre los aislados humanos y aviares, de cientos a miles
de SNPs, indican que los clusteres identificados reflejan relaciones filogenéticas dentro
de un mismo linaje més que eventos recientes de transmision, por lo que no es posible
establecer un vinculo epidemiolodgico directo entre los aislados analizados. Sin embargo,
la circulacion de linajes compartidos entre aves y humanos pone de manifiesto la
importancia de integrar la vigilancia de poblaciones de Campylobacter spp. en animales,
alimentos y humanos bajo un enfoque de Una Salud (One Health), con el fin de fortalecer
la vigilancia epidemioldgica y orientar estrategias para reducir su transmision a lo largo

de la cadena alimentaria. Futuros estudios que permitan conocer qué linajes circulan en
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las granjas y poblaciones y como se relacionan con los aislados encontrados en casos
clinicos en humanos permitaran identificar los puntos criticos donde potencialmente
ocurre la contaminacion en la cadena productiva avicola y disefiar medidas para intervenir

y reducirla, a su vez que apoyar a la rapida deteccion y control de brotes .

En cuanto a los perfiles de resistencia antibiotica, los aislados de C. jejuni
provenientes de pollos de carne presentaron una alta prevalencia de multidrogoresistencia
(MDR), lo cual es notable dado que estos patdgenos presentaron un resistencia predicha
a antibioticos clave para el tratamiento en infecciones en humanos como quinolonas y
tetraciclinas. Este estudio usé la definicion MDR de Magiorakos et al. (2012), la cual es
de las mas aceptada en el estudio de resistencia antimicrobiana, y establece que se otorga
esa categoria ante exhibir la no susceptibilidad a un agente antimicrobiano en tres o mas
categorias de antimicrobianos. Si bien no se realizaron ensayos fenotipicos, la alta
concordancia entre el perfil fenotipico y genotipico en estas bacterias ha sido establecido
y ampliamente aceptada para poder predecir la tendencias de resistencia en base solo a la
presencia de sus genes (Zhao et al., 2016; Bortolaia et al., 2020; Dahl et al., 2021), lo que
facilitaria las inferencias sobre niveles de resistencia en escenarios en los que existen
limitaciones técnicas o logisticas para desarrollar ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana. A pesar que no existe una definicion MDR especifica para
Campylobacter, otros estudios han empleado la misma definicion (Schiaffino et al., 2019;
Uddin et al., 2021; Aljazzar et al., 2022), lo que puede facilitar posteriormente la
comparacion entre resultados. Este patron de resistencia es consistente con lo que se ha
reportado en otros estudios sobre Campylobacter en el pais (Moya-Salazar et al., 2018;
Schiaffino et al., 2019; Pascoe et al., 2020; Schiaffino et al., 2024). La resistencia a

quinolonas, en particular, podria comprometer el tratamiento adecuado de infecciones en
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humanos. Futuros estudios con este y otros grupos de aislados podrian comparar los
resultados de ensayos de susceptibilidad antimicrobiana como la prueba de difusion en
disco (CLSI, 2015) con los resultados genotipicos e integracion de datos clinicos y
epidemioldgicos, tanto de muestras humanas como de animales, incluyendo a su vez otras

especies domésticas.

La alta prevalencia de genes de resistencia a diferentes familias antibioticas en las
cepas locales, subraya la necesidad de revisar las politicas de uso de antibiodticos en la
avicultura. En Pert, se viene implementando el “Plan Nacional para Enfrentar la
Resistencia a los Antimicrobianos” (MINSA, 2017, 2019). Como parte de las medidas
para la promocion del uso racional de antibidticos en explotaciones animales se prohibio
el uso de la colistina (“Resolucion Directoral N° 0091-2019-MINAGRI-SENASA-
DIAIA,” 2019), antibiotico de ultimo recurso en medicina humana y cominmente usado
como promotor de crecimiento en animales. Estas medidas de restriccion por si solas no
son efectivas (Ogunlana et al., 2023) y requieren implementaciéon de estrategias y
politicas publicas basadas en evidencia, que estén abocadas a la prevencion, al manejo
adecuado de recursos, al refuerzo de la bioseguridad, y al mantenimiento de la higiene y
buenas practicas de crianza y manufactura, ademds de la integracion de sistemas de
vigilancia en resistencia antimicrobiana (OECD, 2023; World Health Organization, Food
and Agriculture Organization of the United Nations, United Nations Environment
Programme and World Organisation for Animal Health, 2023). La Lista de Prioridad
Global de Bacterias Resistentes a Antibioticos (Tacconelli et al., 2018) de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) del 2017, destaca las infecciones comunitarias causadas por
Campylobacter spp. resistente a fluoroquinolonas como “Prioridad Alta” para su

vigilancia, investigacion y potencial desarrollo de nuevas drogas. Sin embargo, en 2024
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Campylobacter fue retirado de la lista (World Health Organization, 2024) declarando
razones basadas en evidencia y en consenso de expertos. Sin embargo, los estudios y
proyecciones muestran lo contrario (Veltcheva et al., 2022), siendo particularmente la

tendencia en paises de bajos a medianos recursos (LMICs) en aumento.

Respecto a los genotipos de resistencia antimicrobiana detectados, se encontr6 la
la mutacién en gyrd (Thr86lle). No se encontraron mutaciones ni genes asociados a
resistencia a macrolidos como la mutacion 23S rRNA, ni tampoco el gen ermB para
eritromicina. Sin embargo, el operén cmeABC de la bomba de eflyjo
multidrogorresistente estaba presente en su totalidad en la mayoria de aislados por lo que
podria conferir resistencia a macrélidos, a pesar de no contar con otros determinantes para
esta resistencia. Esta bomba de eflujo se ha descrito en aislados clinicos en Peru,
asocidndolas a multridrogorresistencia genotipica y fenotipica (Schiaffino et al., 2024).
Un aislado de C. coli de gallinas de postura (ID529), present6 el cluster cromosomal de
genes de resistencia a aminoglucosidos-estreptotricina aadE—sat4—aphA-3, descrito
anteriormente en C. jejuni (Fabre et al., 2018; Guirado, Mir0, et al., 2022). A su vez, ese
aislado fue el unico en presentar el gen spw asociado a resistencia a aminoglucosidos
(Fabre etal., 2018). En general, los aislados provenientes de gallinas de postura mostraron
patrones de resistencia menos diversos y en menor proporcién en comparacion con los
pollos broiler. Aunque estas gallinas procedian de sistemas de crianza libres de
antibioticos (Humane Farm Animal Care, 2018; Murray et al., 2021), la presencia de
genes de resistencia sugiere que estos determinantes podrian mantenerse
independientemente de la presion selectiva directa, lo que plantea interrogantes sobre los
mecanismos de colonizacion y persistencia de genotipos resistentes en estos animales. En

este contexto, las diferencias observadas podrian explicarse no solo por factores
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productivos y la edad de los animales, sino también por la estructura clonal y la ecologia
de las especies de Campylobacter involucradas, particularmente C. jejuni'y C. coli, 1o que
ayuda a explicar la menor frecuencia de genes de resistencia observada en este grupo.
Esto sugiere la importancia de profundizar en la ecologia de C. coli en gallinas de postura
y otras aves de corral, y su posible papel en la diseminacion de resistencia en sistemas

avicolas y alimentarios.

Si bien no se detectaron marcadores de plasmidos, se encontro el gen tetO que se
asocia a transmision por el plasmido pTet (Marasini et al., 2018). La metodologia de
secuenciamiento y tratamiento bioinformdtico empleados pueden haber limitado la
deteccion y analisis de plasmidos, pero estos hallazgos podrian sugerir la necesidad de
estudiar mas a fondo la transmision plasmidica de la resistencia en estas poblaciones de
Campylobacter. Adicionalmente, a pesar de usar distintas bases de datos de genes de
resistencia, es probable que por razones similares algunos genes no se detectaran. La
metodologia se secuenciamiento y los parametros de filtro posteriores pueden haber
purgado algunos genes que se encontraban por debajo de los puntos de corte minimos del
80% para la cobertura e identificacion. En posteriores experimentos, dependiendo el nivel
de andlisis que se quiera realizar, debe planearse acorde la cobertura de secuenciamiento
deseada. Ademas, futuros estudios deberian considerar el uso de metodologias especificas
para la extraccion y secuenciamiento de plasmidos, o también el uso de métodos hibridos
de secuenciamiento y ensamblado de genomas combinando long-read sequencing

(lecturas largas) (Farooq et al., 2021).

Se detectaron genes de virulencia para los grupos funcionales de adhesion,
capsula, invasion, lipo-oligosacarido (LOS), motilidad, proteina de membrana externa

(MOMP), quimiotaxis, y toxina distensora citoletal (cdt). Mas del 93% (14/15) de
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aislados de pollos de carne, present6 al menos un gen por cada categoria. Contar con estos
genes, les permitiria codificar las proteinas respectivas para facilitar la invasibilidad y
colonizacion del hospedero, potencialmente humano (Tikhomirova et al., 2024). El gen
cadF de adhesion permitiria a esos aislados, adherirse a los células epiteliales del
intestino. Los factores capsulares y de membrana les permitirian evadir la respuesta
inmune y causar inflamacion (Elmi et al., 2021). Los LOS pueden influir en el desarollo
de sindrome de Guillain-Barré (GBS). La identificacion de las variantes capsulares ha
permitido su uso como marcadores de prediccion y deteccion para GBS (Heikema et al.,
2015; Zang et al., 2021). No se realizaron analisis para tipificar los tipo capsulares. Sin
embargo, ninguno de los secuenciotipos encontrados correspondié con el ST-2993,
asociado al brote de GBS que coincidid con el periodo de muestreo de los aislados (Quino
et al., 2019). Los genes de motilidad estan asociados a las estructuras que conforman los
flagelos polares de Campylobacter, que en combinacion con los factores de quimiotaxis

le permiten desplazarse dentro del hospedero (Elmi et al., 2021; Tikhomirova et al., 2024).

El operon de la toxina cdt estuvo presente en todos los aislados de C. jejuni, con
la excepcion de uno (17/18) proveniente de una gallina de postura (ID 533) el cual solo
presento el gen cdtC. Este operon se encuentra relacionado directamente con virulencia
en el humano (Guirado, Iglesias-Torrens, et al., 2022) causando dafio celular e
inflamacion, y esta asociado a tumorigenesis colorectal (He et al., 2019). Solo un aislado
de C. jejuni de una gallina de postura (ID 533) presentd genes incompletos del Sistema
de Secrecion Tipo IV (T4SS), siendo estos virB11 y virD4 de las proteinas VirB/D4
(Wallden et al., 2010). Los T4SS de las bacterias gram negativas tienen una funcion de
transporte proteico o de material genético con el exterior, y suelen componerse por 12 a

mas genes. No hay evidencia que sugiera que el T4SS sea funcional en Campylobacter y
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su rol continua siendo fuente de estudio (Gabbert et al., 2023). Sin embargo, los genes
hallados suelen estar presentes en plasmidos pVir o pTet (Hull et al., 2021), lo que
reforzaria la necesidad de explorar en mayor detalle el rol de los plasmidos en estas
bacterias, con especial relacion a la transferencia horizontal de determinantes de
resistencia (Morita et al., 2023). El estudio presentd una serie de limitaciones, partiendo
por el tamafo muestral y circunscrita representatividad temporal y geografica dentro de
la region Lima, la cual limita la generalizacion de los hallazgos, pero sienta las bases para
futuros estudios. La informacién respecto al origen de las aves de carne era también
limitada, y derivada del muestreo del estudio madre. Los aislados de los pollos de carne
partieron de muestras de hisopados de carcasas. Aspectos como el pertenecer a una
misma granja con las mismas practicas de crianza, o haber estado en contacto cercano
durante el beneficio podrian haber facilitado el intercambio de bacterias o material
genético en el proceso, afectando los resultados. Por otro lado, en el caso de las gallinas
de postura, se contaba con mas informacion sobre sus practicas de crianza (libre de
antibioticos) y estado al momento de la toma de muestra a partir de la cloaca de cada
animal (clinicamente saludables). La metodologia de WGS utiliz6 la plataforma Illumina,
la cual se basa en el secuencimianeto de fragmentos cortos. Esta aplicacion es bastante
confiable por sobre otras, sin embargo presenta limitaciones para el estudio de plasmidos.
Por lo que en el futuro, el enfoque podria complementarse con otras metodologias de
secuenciamiento o un disefio especifico para el estudio de plasmidos en aislados de

Campylobacter.

La metodologia de andlisis de este estudio es reproducible y puede replicarse,
aplicandose a conjuntos de datos mas grandes, e incluir otras variables ajustandose a

nuevas preguntas de investigacion como ubicacion geografica, determinantes ambientales
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(Mourkas et al., 2019), temporalidad (Ghielmetti et al., 2023), practicas agropecuarias
(McKenna et al., 2020) y etapas de la cadena alimentaria (Yahara et al., 2017; Inglis et
al., 2021). En subsiguientes estudios se sugiere describir la resistencia fenotipica a
ciprofloxacina, eritromicina y tetraciclina y analizar las correlaciones con los patrones
genotipicos (Fabre et al., 2018), ademés de monitorear estacionalidad, tanto en la tasa de
aislamiento de Campylobacter como los patrones de complejos clonales y resistencia

presentes

El uso de WGS en los aislados de Campylobacter de este estudio permitié obtener
informacion detallada sobre los perfiles gendtipicos de virulencia y resistencia y la
distribucion de los linajes genéticos de los mismos. La informacion puede ser reanalizada
en un futuro, en la medida que las bases de datos que alimentan los andlisis de
identificacion sean actualizadas, para detectar retrospectivamente la aparicion de nuevos
genes o variantes alélicas. La combinacion de la informaciéon gendmica con la
epidemioldgica potencian sus beneficios para dar mayor contexto sobre el rol de ciertas
poblaciones bacterianas. Esta integracion en el contexto de un sistema de vigilancia
permitird monitoreos mas precisos para el control. La vigilancia gendmica puede
aplicarse a otros patdgenos bacterianos, virales o parasitarios, particularmente zoondticos,

para informar estrategias de control a nivel local, regional y nacional.

Los resultados sugieren la necesidad de continuar explorando por medio de la
vigilancia gendmica de granjas, centros de beneficio, y establecimiento de expendios de
productos céarnicos y derivados, la diversidad genética presente en las poblaciones de
Campylobacter de origen aviar en la Region Lima. La deteccion de aislados
multidrogorresistentes en animales y productos de consumo humano resalta la necesidad

de adoptar enfoques integradores para la vigilancia de resistencia antimicrobiana, como
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el enfoque de Una Salud (World Health Organization, Food and Agriculture Organization
of the United Nations, United Nations Environment Programme and World Organisation
for Animal Health, 2023), que también incluya el monitoreo en poblaciones humanas y

fuentes ambientales.

De igual manera, se resalta la importancia de la apertura de datos y la publicacion
de estos en repositorios publicos y bases curadas para asi poner la informacion a
disposicion de otros investigadores e instituciones a nivel local e internacional. La libre
disponibilidad de estos datos y metadata detallada asociada, contribuye a la transparencia,

reproducibilidad y difusion del conocimiento de relevancia epidemioldgica.
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CONCLUSIONES

o La mayoria de los genomas de Campylobacter spp. termotolerantes aislados de
carcasas de pollos de carne y cloacas de gallinas de postura pertenecen a C. jejuni,
presente en ambos tipos de aves, mientras que C. coli se identifico exclusivamente en
gallinas de postura.

. El secuenciotipo mas frecuente en los aislados de C. jejuni de pollos de carne
fue ST-607 (CC-607), y ST-3720 (CC- 49) para aquellos derivados de gallinas de
postura. El secuenciotipo mas frecuente en los aislados de C. coli fue ST-10611 (CC-
1150).

o Los genomas de aislados de Campylobacter spp. derivados de ambas fuentes
aviares presentaron genotipos asociados a perfiles multidrogorresistentes, donde el total
de aislados de pollos de carne exhibi¢ determinantes de resistencia para cuatro familias
distintas de antibioticos.

o La especie de Campylobacter fue el principal factor asociado a la variacion en
los perfiles de resistencia y virulencia, con diferencias consistentes entre C. jejuni'y C.
coli en el conjunto de datos estudiado.

. C. jejuni mostrd mayor frecuencia de determinantes asociados a resistencia a
antibidticos de importancia clinica y a factores de virulencia clave en comparacion con
C. coli.Los genomas de aislados de C. jejuni de pollos de carne y de gallinas de postura
presentaron un amplio conjunto de determinantes genéticos asociados a alta resistencia
antibiotica (aminoglucosidos, betalactamicos, macrolidos, quinolonas, y tetraciclinas) y
alta virulencia (factores de adhesion, capsulares, invasion, LOS, motilidad, MOMP,

quimiotaxis, y toxina distensora citoletal).
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o El andlisis in silico de resistencia antibiotica revela diferencias entre grupos, con
los aislados de pollos de carne mostrando una mayor proporcion de perfiles
multidrogorresistentes y un patron mas homogéneo, en contraste con los aislados de
gallinas de postura, que presentan mayor diversidad de perfiles y menor frecuencia de
MDR.Los anélisis filogenéticos mostraron que los aislados de C. jejuni 'y C. coli se
agruparon segun su origen (pollos de carne vs gallinas de postura), lo que indica una

posible segregacion de estas especies segun especializacion al hospedero.

Se detect6 una estructura clonal compartida entre humanos y fuentes aviares de
Pert en C. jejuni'y C. coli, con clustering entre origenes, aunque sin evidencia de

transmision directa entre los aislados analizados.
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Anexo 1: Resultados de evaluacion de calidad de los ensamblados del
estudio (n=30) segin QUAST

Numero Largo Total del GC Nuimero de
ID de ensamblado (%) NSO N's por 100
contigs (pb) kpb)
395 83 1787913 30.18 103124 0
399 57 1768682 30.15 103002 0
400 47 1771005 30.12 261404 0
403 67 1843814 30.06 129838 0
404 104 1842200 30.08 79781 0
405 70 1789704 30.13 148774 0
407 58 1809749 30.10 106816 0
408 79 1816781 30.08 92512 0
411 48 1775673 30.12 157082 0
416 50 1770132 30.13 261093 0
417 56 1770900 30.13 140944 0
500 197 1733990 30.34 18567 0
504 151 1787333 30.18 42668 0
513 46 1704573 31.37 141263 0
517 58 1600890 30.44 61817 0
521 666 1874788 31.32 4895 0
524 130 1924081 31.05 129758 0
527 345 4457881 3522 28432 0
528 59 1842539 31.07 114093 0
529 81 1797124 31.36 113838 0
530 187 1847283 31.27 42963 0
532 28 1692543 31.30 144899 0
533 1000 2177796 30.03 2990 0
535 32 1787497 31.11 211267 0
536 35 1605892 30.43 107278 0
537 14 1698004 31.36 218504 0
545 56 1848849 31.10 90487 0
546 58 1844079 31.06 138355 0
1012 40 1714531 30.27 118145 0
1016 49 1819006 30.10 121795 0

Resultados segun analisis de archivos FASTA por QUAST v5.2.0; pb: par de
bases

(Fin del cuadro)



Anexo 2: Identificacion de especie y nivel de prediccion a partir de la
identificacion de los 53 alelos rMLST vinculados a los genomas

ID Respaldo rST Especie

395 100% 53771 Campylobacter jejuni
399 100% 53771 Campylobacter jejuni
400 100% 53771 Campylobacter jejuni
403 100% 53771 Campylobacter jejuni
404 100% 53771 Campylobacter jejuni
405 100% 53771 Campylobacter jejuni
407 100% 53771 Campylobacter jejuni
408 100% 53771 Campylobacter jejuni
411 100% 53771 Campylobacter jejuni
416 100% 53771 Campylobacter jejuni
417 100% 53771 Campylobacter jejuni
500 100% 53771 Campylobacter jejuni
504 100% 53771 Campylobacter jejuni
513 100% 19769 Campylobacter coli
517 100% 16869 Campylobacter jejuni
521 95% ND Campylobacter coli
524 96% 120179 Campylobacter coli
527 80% 120179 Campylobacter coli
528 96% 120180 Campylobacter coli
529 100% 120181 Campylobacter coli
530 96% ND Campylobacter coli
532 96% 120183 Campylobacter coli
533 100% ND Campylobacter jejuni
535 92% 192365 Campylobacter coli
536 100% 16869 Campylobacter jejuni
537 100% 25749 Campylobacter coli
545 96% 120179 Campylobacter coli
546 96% 120180 Campylobacter coli
1012 100% 109884 Campylobacter jejuni
1016 100% 183386 Campylobacter jejuni

Resultados segin andlisis de PubMLST, ordenados segtin codigos de los
aislados; Los porcentajes de respaldo corresponden al nivel de coincidencia
con los alelos de genomas que conforman la base de datos de rMLST en
PubMLST/BIGSdb; Abreviaturas: ID: codigo del aislado; rST: secuenciotipo
ribosomal; ND: no determinado

(Fin del cuadro)



Anexo 3: Resultados de tipificacion alélica segiin esquema MLST para Campylobacter
Jjejuni/coli

ID aspA ginA gltA glyA pgm tkt  uncA ST CC

395 8 2 5 53 11 3 1 607 607
399 8 2 5 53 11 3 1 607 607
400 8 2 5 53 11 3 1 607 607
403 8 2 5 53 11 3 1 607 607
404 8 2 5 53 11 3 1 607 607
405 8 2 5 53 11 3 1 607 607
407 8 2 5 53 11 3 1 607 607
408 8 2 5 53 11 3 1 607 607
411 8 2 5 53 11 3 1 607 607
416 8 2 5 53 11 3 1 607 607
417 8 2 5 53 11 3 1 607 607
500 8 2 5 53 11 3 1 607 607
504 8 2 5 53 11 3 1 607 607
513 33 39 30 82 113 47 17 825 828
517 3 1 5 10 11 11 6 3720 49

521 103 110 - 140 210 - 79 ND ND
524 103 110 103 140 210 786 79 10611 1150
527 103 110 103 140 210 786 79 10611 1150
528 103 110 103 140 210 786 79 10611 1150
529 103 39 30 82 113 47 17 10617 828
530 - - 30 - 113 47 17 ND ND
532 33 39 30 140 113 47 17 5123 828
533 - 2 2;5 2;53 11 3;5 - ND ND
535 103 110 30 140 210 - 79 ND ND
536 3 1 5 10 11 11 6 3720 49

537 33 39 30 82 113 47 17 825 828
545 103 110 103 140 210 786 79 10611 1150
546 103 110 103 140 210 786 79 10611 1150
1012 7 2 5 10 11 3 6 6888 353
1016 8 2 5 53 1340 3 1 12074 607

Resultados segtin analisis de PubMLST, ordenados segun codigos de los aislados.
Abreviaturas: ID: codigo del aislado; CC: complejo clonal; ST: secuenciotipo; ND: no
determinado; - : valor en blanco, no asignado.

(Fin del cuadro)
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Anexo 4: Distribucion del total de genes de virulencia presentes en aislados de Campylobacter spp. de
gallinas de postura y pollos de carne de la Region Lima.

Grupo Funcional Gen Gallina de postura Pollo de carne Total
cadlF 14 15 29
Adhesion JjlpA 3 15 18
pebA 14 15 29
CGjl135 5 1 6
Cjl1416¢ 10 15 25
Cjl417c 9 15 24
Cj1419c 11 15 26
Cj1420c 10 15 25
Cjl42lc 1 0 1
Cj1426¢ 1 0 1
Cjl1427c 3 1 4
Cj1432c 1 0 1
Cjl435¢ 1 0 1
Cjl436¢ 1 0 1
Cj1437c 1 0 1
Cj1440c 1 0 1
cysC 11 15 26
Capsular fel 1 1 2
glf 1 0 1
gmhA2 12 14 26
hddA 12 14 26
hddC 10 14 24
hldD 16 15 31
kfiD 1 0 1
kpsC 8 15 23
kpsD 12 15 27
kpsE 11 15 26
kpsF 17 15 32
kpsM 15 15 30
kpsS 15 15 30
kpsT 16 15 31
rftbC 6 14 20
Invasion ciaB 15 14 29
ciaC 15 15 30
gmhA 16 15 31
gmhB 15 15 30
LOS hldE 16 15 31
htrB 10 15 25
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waaC 15 15 30
waaF 16 15 31
waaV 16 15 31
MOMP porAd 0 11 11
eptC 4 15 19
flaA 2 0 2
flaB 2 0 2
flaC 14 15 29
flaD 14 15 29
flaG 15 15 30
flgA 2 15 17
flgB 15 15 30
flgC 14 15 29
flgD 14 15 29
flgE 22 15 37
flgF 15 15 30
flgG 15 15 30
flgH 14 15 29
flgl 14 15 29
flgJ 16 15 31
flgK 14 15 29
fleM 16 15 31
flgP 15 15 30
/g0 15 15 30
flgR 14 15 29
. flgS 15 15 30
Motilidad ThA 14 15 29
flhB 14 15 29
fIhF 13 15 28
fIhG 14 15 29
flid 15 15 30
fliD 13 15 28
flLE 14 15 29
fliF 14 15 29
fliG 14 15 29
fliH 2 15 17
il 15 29 14
fliK 3 14 17
SliL 14 15 29
fliM 14 15 29
fliN 15 15 30
fliP 15 15 30
fliQ 15 15 30
fliR 15 15 30
fliS 15 15 30
fliw 15 15 30
fliy 14 15 29
maf4 11 12 23
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motA 15 15 30
motB 2 15 17
pflAd 14 15 29
pseA 16 15 31
pseB 16 15 31
pseC 14 15 29
pseD/maf2 6 9 15
pseE/maf5 13 15 28
pseF 19 15 34
pseG 15 15 30
pseH 15 15 30
psel 16 15 31
ptmA 15 15 30
ptmB 15 15 30
rpoN 15 15 30
cheA 14 15 29
Quimiotaxis chev 15 15 30
cheW 15 15 30
cheY 15 15 30
Cjp54 1 0 1
virB10 1 0 1
virB11 1 0 1
T4SS virB4 1 0 1
virB8 1 0 1
virB9 1 0 1
virD4 1 0 1
cdtA 2 15 17
Toxina cdtB 2 15 17
cdtC 3 15 18

Abreviaturas: LOS: Lipo-oligosacarido, MOMP: Principal proteina de membrana externa; T4SS:

Sistema de secrecion tipo IV.

(Fin del cuadro)
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Anexo 5: Distribucion de complejos clonales (CC), secuenciotipos (ST), secuenciotipos ribosomales (rST), perfiles de resistencia
antimicrobiana fenotipica predicha y genes de resistencia
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ciprofloxacina; NA: acido nalidixico; TET: tetraciclina; MDR: Multidrogorresistente; NR: No resistente; R: Resistente; AMR: Resistencia
Antimicrobiana; +: Presente; -: Ausente
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Anexo 6: Distribucion de complejos clonales (CC), secuenciotipos (ST), secuenciotipos ribosomales (rST) y genes de virulencia selectos.
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Anexo 7: Relacion de codigos de aislados de C. jejuni utilizados para la construccion del arbol
filogenético de la Figura 8.

Codigo PubMLST ID aislado Origen
80360 npCAMPY 19 Humanos
80362 npCAMPY30 Humanos
80364 npCAMPY 18 Humanos
80365 npCAMPY23 Humanos
80366 npCAMPY36 Humanos
80368 npCAMPY 12 Humanos
80371 npCAMPY 16 Humanos
80373 npCAMPY11 Humanos
80374 npCAMPY9 Humanos
80376 p31 Humanos
80378 CAMPY38 S19 Humanos
80379 npCAMPY29 Humanos
80380 CAMPY79 S39 Humanos
80383 npCAMPY35 Humanos
80384 CAMPY92 S47 Humanos
80387 pl2 Humanos
80388 npCAMPY 14 Humanos
80393 npCAMPY 13 Humanos
80399 npCAMPY33 Humanos
80402 npCAMPY27 Humanos
80404 CAMPY69 S34 Humanos
80405 npCAMPY 10 Humanos
80407 npCAMPY 15 Humanos
80411 pl8 Humanos
80415 pl3 Humanos
80416 npCAMPY 17 Humanos
80419 pCAMPY80 Humanos
80421 npCAMPY28 Humanos
80424 npCAMPY26 Humanos
80425 npCAMPY25 Humanos
80426 npCAMPY38 Humanos
80428 npCAMPY37 Humanos
80430 CAMPY50 S25 Humanos
80433 npCAMPY32 Humanos
80438 CAMPY62 S31 Humanos
80442 CAMPY19 S9 Humanos
80448 CAMPY61 S30 Humanos
80449 p21 Humanos
80450 npCAMPY31 Humanos
80452 npCAMPY21 Humanos
80454 p4H2 Humanos
80456 CAMPY17 S8 Humanos
80457 pl6 Humanos
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80461
80463
80466
80467
80470
80625
80629
80647
80653
80656
80666
80669
80672
80673
80683
80690
80691
80696
80697
80698
80700
80701
80704
80705
80708
80709
80716
80717
80719
80720
108462
108469
108471
108472
108476
108478
108480
108489
108499
108589
108590
108591
108593
108594
108595
108596
108644

npCAMPY22
npCAMPY?24
npCAMPY 34
npCAMPY20
p3H2
CAMPY76 S37
CAMPY41 S20
p9
crofts 1R
CAMPY67 S33
p9H2
CAMPY90 S46
crofts innoc
crofts 8R2
crofts 14D2
crofts 31D2
crofts 16D0
crofts 31R
crofts 14D3
crofts 21D1
crofts 24D2
crofts 9R
crofts 16D1
crofts 4D1
crofts 11DI1
crofts 1D2
crofts 9D2
crofts 8R1
crofts 4R
crofts 33D1
3052
3060
3062
3063
3067
3069
3071
3080
3090
9398
9399
9400
9402
9403
9404
9405
11853

Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos

93



108645
108646
108647
108648
108649
110931
110932
110933
110934
111287
111288
111289
111290
111292
111293
111295
111296
111297
105572
105573
105574
105575
105582
105588
105589
105591
105592
105596
105598
105600
105602
105604
105605
105606
105607
105608
105609
105610
105611
105613
105615
105618
105619
105620
105621
105622
105625

11854
11855
11856
11860
11861

OBTI12377

OBT12390

OBT12393

OBTI12386

Cjhiol
Cjhi02
Cjhi03
Cjhi04
Cjhi06
Cjhi07
Cjhi09
Cjhi10
Cjhill
PA001
PA002
PA004
PA006
PA030
PA044
PA046
PA049
PA050
PA0G4
PA067
PA069
PA074
PA079
PA081
PA0S2
PA0S3
PA084
PA0SS
PA0SS
PA089
PA092
PA096
PV007
PV010
PVO12
PV020
PV021
PV048

Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
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105626
105627
105629
105630
105631
105632
105633
105634
105635
105637
105638
105639
105641
105646
105754
105755
105756
108598
108599
108600
108601
108602
108603
108604
108605
108606
108607
108608
108609
108610
108611
108612
108613
108614
108615
108616
108617
108618
108619
108620
108621
108622
108625
108626
108627
108628
108629

PV064
PV065
PV071
PV072
PVO075
PVO076
PVO077
PV083
PV084
PVO087
PV088
PV090
PV092
PV099
pollol Cl1
pollol C2
pollol C3
9407
9408
9409
9410
9411
9412
9413
9414
9415
9416
9417
9418
9419
9420
9421
9422
9423
9424
9425
9426
9427
9428
9429
9430
9431
9434
9435
9436
9437
9438

Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
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108630 9439 Pollos
108631 9440 Pollos
108634 9444 Pollos
108637 9447 Pollos
108643 9453 Pollos
N.A. 395 Pollos del estudio
N.A. 399 Pollos del estudio
N.A. 400 Pollos del estudio
N.A. 403 Pollos del estudio
N.A. 404 Pollos del estudio
N.A. 405 Pollos del estudio
N.A. 407 Pollos del estudio
N.A. 408 Pollos del estudio
N.A. 411 Pollos del estudio
N.A. 416 Pollos del estudio
N.A. 417 Pollos del estudio
N.A. 500 Pollos del estudio
N.A. 504 Pollos del estudio
N.A. 517 Pollos del estudio
N.A. 536 Pollos del estudio
N.A. 1012 Pollos del estudio
N.A. 1016 Pollos del estudio
N.A.: no aplica.
(Fin del cuadro)
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Anexo 8: Relacion de codigos de aislados de C. coli utilizados para la construccion del

arbol filogenético de la Figura 9.

Codigo PubMLST ID aislado Origen
80363 pl9 Humanos
80375 p32 Humanos
80381 npCAMPY3 Humanos
80382 npCAMPY2 Humanos
80385 npCAMPYS Humanos
80386 p29 Humanos
80403 CAMPY24 Humanos
80406 npCAMPYS Humanos
80410 CAMPY24 S12 Humanos
80414 npCAMPY6 Humanos
80427 npCAMPY4 Humanos
80436 CAMPY?26 Humanos
80437 CAMPY11 Humanos
80439 npCAMPY 1 Humanos
80443 p30 Humanos
80455 CAMPY6_S3 Humanos
80465 npCAMPY7 Humanos
80471 p23 Humanos
80610 CAMPY7 Humanos
80615 CAMPY17 Humanos
80616 CAMPY?29 Humanos
80617 CAMPY25 Humanos
80618 CAMPY19 Humanos
80619 CAMPY28 Humanos
80620 CAMPY30 Humanos
80621 CAMPY9 Humanos
80622 CAMPY32 Humanos
80623 CAMPY3 Humanos
80624 CAMPY15 Humanos
80626 CAMPYS Humanos
80627 CAMPYS Humanos
80631 CAMPY7_S4 Humanos
80634 CAMPY53 S26 Humanos
80645 hcamp20 Humanos
80646 irrcamp5 Humanos
80648 irrcamp25 Humanos
80649 circcamp9 Humanos
80651 irrcamp20 Humanos
80654 circcampl Humanos
80659 hcamp24 Humanos
80660 irrcamp4 Humanos
80662 circcamp? Humanos
80664 p6H2 Humanos
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80665
80667
80671
80674
80677
80678
80679
80680
80682
80685
80688
80689
80692
80693
80694
80695
80703
80706
80707
80711
80713
80714
80715
108479
108498
108508
108587
108588
105578
105579
105580
105581
105584
105585
105586
105587
105590
105593
105594
105597
105601
105614
105616
105636
105640
105642
108632

irrcamp12
hcamp21
irrcamp24
hcamp?27
circcamp8
hcamp?22
hcamp14
pSH2
pS
circcamp4
irrcamp21
CAMPY 18
hcamp29
irrcamp27
hcamp25
irrcamp28
irrcamp7
hcamp12
hcamp?28
irrcamp22
irrcamp9
circcamp5
irrcamp8
3070
3089
3099
9396
9397
PAO17
PA026
PA028
PA029
PA032
PAO033
PA034
PA040
PA048
PAO61
PA062
PA065
PA070
PA093
PV004
PV086
PV091
PV093
9441

Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
Pollos
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108633 9443 Pollos
108635 9445 Pollos
108636 9446 Pollos
108639 9449 Pollos
N.A. 513 Pollos del estudio
N.A. 521 Pollos del estudio
N.A. 524 Pollos del estudio
N.A. 528 Pollos del estudio
N.A. 529 Pollos del estudio
N.A. 530 Pollos del estudio
N.A. 532 Pollos del estudio
N.A. 535 Pollos del estudio
N.A. 537 Pollos del estudio
N.A. 545 Pollos del estudio
N.A. 546 Pollos del estudio
N.A.: no aplica.
(Fin del cuadro)

(Fin de los Anexos)

(Fin del documento)
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