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RESUMEN

La campilobacteriosis es una zoonosis de distribucibn mundial, causada por
Campylobacter spp. el cual se halla habitualmente como comensal del tracto
gastrointestinal de animales domésticos y salvajes. Las zoonosis alimentarias se han
convertido en un grave problema para la Salud Publica en paises desarrollados como
en vias de desarrollo por lo cual se ha considerado de gran importancia investigar la
prevalencia y resistencia que presentan en la poblacién y de esta manera proporcionar
al laboratorio y a la clinica, elementos objetivos para enfrentar la aparicion emergente
de cepas resistentes a fluoroquinolonas. Se analizé muestras de heces de nifios de 0
— 4 afios de centros de cuidado materno infantil de la ciudad de Loja, obteniendo
13,4% (17/127) de muestras positivas para Campylobacter spp. de los cuales el 58,8%
(10/17) pertenecen a Campylobacter jejuni y 41,2% (7/17) a Campylobacter coli. Al
analizar la actividad antimicrobiana se encontr6 que presentaban resistencia hacia
acido nalidixico, ciprofloxacino, eritromicina y ampicilina con 76,5%, 76,5%, 5,9% y

17,7% respectivamente.

Palabras clave: Campilobacteriosis, Campylobacter, C. jejuni, C. coli



ABSTRACT

Campylobacteriosis is a worldwide zoonosis caused by Campylobacter spp. which is
usually found as a commensal of the gastrointestinal tract of domestic and wild
animals. Foodborne zoonoses have become a serious problem for public health in
developed countries and in developing and therefore has been considered of great
importance to investigate the prevalence and resistance present in the population and
thus provide the laboratory and clinic, aims to address the emerging emergence of
resistant strains to fluoroquinolones elements. children stool samples were analyzed 1
- 4 years of maternal and child care centers in the city of Loja, obtaining 13.4%
(17/127) of samples positive for Campylobacter of which 58.8% (10 / 17) belonging to
Campylobacter jejuni and 41.2% (7/17) to Campylobacter coli. By analyzing the
antimicrobial activity found to exhibit resistance to nalidixic acid, ciprofloxacin,
erythromycin and ampicillin 76.5%, 76.5%, 5.9% and 17.7% respectively.

Keywords: Campylobacteriosis, Campylobacter, C. jejuni, C. coli
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INTRODUCCION

Las bacterias del género Campylobacter son bacilos Gram-negativos, no esporulados,
helicoidales y finos, que pueden presentar diversas morfologias. Son moviles y de
crecimiento lento. La mayoria de las cepas son microaerdfilas y necesitan una atmdésfera
especial para crecer, con 10% de CO,, 5% de O, y 85% de N, (Paucar et al., 2014).

El género Campylobacter comprende 25 especies y seis subespecies, de las cuales las mas
frecuentemente detectadas en enfermedades humanas son Campylobacter jejuni
(subspecies jejuni) y Campylobacter coli. Las bacterias Campylobacter son una de las
principales causas de las enfermedades diarreicas de transmision alimentaria del ser
humano y las bacterias mas comunes causantes de gastroenteritis en el mundo entero
(OMS, 2011).

La campilobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial, causada por Campylobacter
spp. el cual se halla habitualmente como comensal del tracto gastrointestinal de animales
domeésticos y salvajes, entre los cuales las aves de corral constituyen el principal reservorio
y vehiculo de transmision del patégeno. Muchos casos de enteritis humana por
Campylobacter spp. han sido asociados al contacto con animales o al consumo de agua
contaminada, de leche cruda o de alimentos de origen animal parcialmente cocidos
(Tamborini et al., 2012).

En los dltimos afios, las especies termotolerantes de Campylobacter han emergido como
una causa comun de diarrea en los seres humanos (Tresierra et al., 1995). La infeccion
gastrointestinal por Campylobacter spp. supera en algunos paises la producida por
Salmonella spp. o Shigella spp. En la mayoria de los casos es una diarrea de corta duracion,
clinicamente moderada, autolimitada y tratada con medidas de soporte (Gonzélez & Alonso,
2013).

La dosis infectante es de 10* microorganismos, los cuales se multiplican en el intestino
delgado, destruyen la mucosa intestinal, invaden el epitelio y producen inflamacion con
infiltracién de leucocitos en la lamina propia, y se puede observar la presencia de leucocitos
en las heces en 25 a 80% de los casos y posee un periodo de incubacion de 2 a 10 dias
(Orrego et al., 2014).

La mayor parte de las personas infectadas con Campylobacter spp. se recuperan sin ningin
tratamiento médico, excepto en casos severos y en pacientes inmunocomprometidos, en

donde se hace necesaria la aplicacion de antimicrobianos (Nachamkin et al., 2000).
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En el tratamiento antimicrobiano de la campilobacteriosis cabe destacar que Campylobacter
spp. es sensible a diversas clases de antibitticos, incluido macrolidos, especialmente
eritromicina, y quinolonas como ciprofloxacina, siendo estos farmacos considerados de
primera linea a la hora de aplicar el tratamiento clinico (Rivera et al., 2011). Sin embargo, en
los afios recientes, la emergencia de resistencia a estos grupos de antimicrobianos ha
complicado su tratamiento empirico (Arestrup, 2001). Hay trabajos cientificos que
consideran que la resistencia bacteriana a antimicrobianos se debe principalmente al
excesivo uso de los mismos en seres humanos. Como asociacion a esta situacion, el
incremento de la resistencia de Campylobacter spp. a quinolonas en los reservorios
animales puede conducir a fallos en el tratamiento de las diarreas producidas por estos
microorganismos en el hombre. Para reducir la resistencia de Campylobacter spp. a
fluoroquinolonas se ha recomendado no utilizar estos antimicrobianos en animales con fines
profilacticos (Rivera et al., 2011). La determinacidn precisa de la susceptibilidad in vitro de
Campylobacter spp., es de vital importancia para garantizar una terapia antimicrobiana
adecuada de los pacientes con formas graves de la enfermedad y, también, para el
monitoreo eficaz de la resistencia a los antimicrobianos en Campylobacter spp. a nivel
mundial (Lehtopolku et al., 2012).

Al analizar que en el pais no existe mucha informacién acerca de la resistencia que presenta
el género Campylobacter y que la misma ha aumentado significativamente durante los
Gltimos afios por el uso excesivo de estos tanto en tratamiento de humanos como en
profilaxis de animales de granja y de compaiiia. El presente estudio pretende dar a conocer
la distribucion ecoldgica y la actividad antimicrobiana de cepas de Campylobacter jejuniy de
Campylobacter coli resistentes a fluoroquinolonas y establecer su frecuencia de aislamiento

en centros de cuidado materno infantil de la ciudad de Loja.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO
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1.1 Campylobacter

Campylobacter es un género de bacterias perteneciente a la familia Campylobacteraceae,
gue produce enfermedades diarreicas y generalizadas a los seres humanos, ademas figura
entre las causas mas difundidas de infeccion en el mundo. Afecta a varios millones de
personas cada afio, predominando en bebés menores de un afio, adolescentes, adultos
jovenes y, en general, en aquellas personas que viven en condiciones sanitarias deficientes,
ya que la malnutricién es un factor importante en la frecuencia y gravedad de esta infeccién
(Brooks et al., 2014).

1.2 Reservorios de Campylobacter

Muchos casos de enteritis humana por Campylobacter spp. han sido asociados al contacto
con animales o al consumo de agua contaminada, de leche cruda o de alimentos de origen

animal parcialmente cocidos (Tamborini et al., 2012).

Se reconoce como reservorio natural a una gran variedad de animales tanto domeésticos
como de vida silvestre, tales como ganado vacuno, cerdos, ovejas, aves de corral, cabras,

perros, gatos y roedores, entre otros (Cervantes & Cravioto, 2007).

Estudios han sefialado la manipulacion de aves de corral y al consumo de productos
obtenidos de estas como factores de riesgo importante, responsables de un porcentaje
variable de los casos. Ademés, se ha identificado la contaminacién cruzada por
Campylobacter en los alimentos preparados como un factor de riesgo (FAO, 2009). Se
calcula que un 50% a 70% de los casos de diarreas en humanos, al menos en paises
industrializados, se asocia con la ingesta de pollo o se deben a contaminacién cruzada entre
la carne de éstos y otros alimentos; incluso se ha demostrado que Campylobacter puede
sobrevivir varias horas, entre los surcos de las tablas utilizadas para picar y cortar alimento
(Rojas et al., 1996).

1.3 Clasificacién taxonémica

La familia Campylobacteraceae esta compuesta por los géneros Arcobacter y

Campylobacter los cuales agrupan a bacilos gram negativos curvos de caracter zoonotico

gue poseen una amplia distribucién en la naturaleza (Fernandez et al., 2007). En el género

Campylobacter se incluyen: Campylobacter fetus (C. fetus subsp fetus y C. fetus subsp
15



venerealis), Campylobacter coli, Campylobacter hyointestinales (C, hyointestinales subsp
hyointestinalis y C. hyointestinales supsp lawsonni), Campylobacter jejuni (C. jejuni subsp
jejuni y C. jejuni subsp doylei), Campylobacter lari, Campylobacter sputorum (C. sputorum

subsp bubulos y C. sputorum subsp fecalis) y Campylobacter upsaliensis (Vilar M, 2007).

Aunque existen varias especies que pueden causar enfermedad en los seres humanos, la
mayor parte de los casos de campilobacteriosis son producidos por el grupo de los
denominados “Campylobacter termdfilos”, los cuales se caracterizan por su capacidad para

crecer a temperaturas de incubacion de 42° C (Garcia et al., 2006).

1.3.1 Especies termofilas.

Son aquellas capaces de crecer a 42 - 43°C pero no a 25°C, comprende C. jejuni
(subespecies jejuni y doylei), C. coli, C. lari y C. upsaliensis. De este grupo, Campylobacter
jejuni (subespecie jejuni) es el agente causal de diarreas, siendo considerado el mas
virulento por su mayor resistencia a la fagocitosis; mientras la diarrea que produce el C. coli,

se considera mas benigna (Farace & Vifias, 2007).

C. jejuni es uno de los microorganismos mas comunes en los casos esporadicos de enteritis
bacteriana en los paises desarrollados, siendo una de las principales causas de
toxiinfecciones alimentarias a nivel mundial, con mayor tasa de incidencia en nifios y adultos
jévenes (Vilar, 2007). C. jejuni carece de fimbrias y se ha demostrado que elementos
estructurales como el flagelo, algunas proteinas de membrana externa y el lipopolisacarido
actuan como adhesinas que le permiten fijarse a la célula epitelial y al muco intestinal. La
forma curva y el movimiento tipico en "sacacorcho" de Campylobacter, como también la
atraccion guimiotactica que ejerce el muco intestinal sobre la bacteria, facilitan el contacto

de ésta con el epitelio (Fernandez, 2008).

En estos ultimos afos C. coli es reconocido como agente de diarrea entre el 5y el 10% de
todos los casos por Campylobacter. Sin embargo, en Sudamérica, C. coli ha sido aislado
con mayor frecuencia, representando cerca del 25% de los casos de diarrea producidos por
especies del género (Fernandez, 2011). No existen grandes diferencias entre C. coliy C
jejuni en lo que respecta a su patogenicidad, composicién antigénica, caracteristicas
epidemioldgicas relacionadas con los mecanismos de transmision y su distribucion en

animales (Fernandez, 2008). Estas especies colonizan con mayor frecuencia el tracto
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intestinal de las aves de corral, bovinos, cerdos, ovejas, cabras, perros y gatos (Gutiérrez, et
al., 2015).

La infeccibn por C. lari fue descrita por primera vez en 1980 en la que se aislé el
microorganismo de gaviotas del género Larus (Skirrow & Benjamin, 1980). El organismo fue
nombrado Campylobacter laridis en 1983 y el nombre fue cambiado a C. lari en 1990. El
principal reservorio de C. lari es gaviotas, gallinas, otras aves y algunos mamiferos
domésticos, aunque no parece causar infeccion evidente en estos animales (Werno et al.,
2002).

C. upsaliensis se encuentra con frecuencia en gatos y perros, independientemente si los
animales estan enfermos o sanos (prevalencia, 66% en gatos vs 48% en perros). Se ha
postulado que estos animales son la principal fuente de C. upsaliensis que produce la
enfermedad en los seres humanos, sin embargo, no se ha establecido un enlace definitivo
(Labarca et al., 2002). En el hombre produce diarrea y bacteremia en nifios y adultos
imunocompetentes e inmunocomprometidos. Sus mecanismos de patogenicidad aldn no
estan definidos aunque se le reconoce capacidad de adherencia a células de origen
endotelial. Su frecuencia real de aislamiento en procesos infecciosos del hombre y su
distribucion ecologica, tanto en diferentes paises como en animales no se conocen
(Fernandez, 2008).

1.4 Epidemiologia

La campilobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial que afecta mayoritariamente
los paises en vias de desarrollo. Esta bacteria constituye la principal causa de gastroenteritis
en el hombre, por delante incluso de los géneros Salmonella y Shigella. (Alvarez, 2007).
Segun reportes de los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC),
durante 1996, 46% de las gastroenteritis bacterianas comprobadas por cultivo en Estados

Unidos tuvieron como agente etioldégico a Campylobacter spp. (Garcia et al., 2009).

El C. jejuni es la especie mas frecuentemente aislada, tanto en los paises en vias de
desarrollo como en los paises industrializados y, en los ultimos, C. coli es reconocido como
agente de diarrea entre el 5 y el 10% de todos los casos de diarrea por Campylobacter. Sin
embargo, en Sudameérica, el C. coli ha sido aislado con mayor frecuencia, representando
cerca del 25% de los casos de diarrea producidos por especies del género. En vista que en
la region, C. coli ha sido aislado a partir de agua de rio, de higados de pollo para consumo
humano y de diversos reservorios animales. Tanto domésticos como silvestres, incluyendo

especies de la fauna amazodnica, materia fecal de pollos, carne de aves y aguas servidas, es
17



posible que exista una vinculacion del medio ambiente y el consumo de alimentos con la
mayor frecuencia de aislamiento de C. coli como agente de diarrea en esta region.
Probablemente, el estado de portador sano de Campylobacter en paises de América del Sur
se relaciona con aspectos ligados a bajas condiciones de saneamiento bdsico, las que
pueden promover mayores oportunidades de transmisién de las especies diarrogénicas de
Campylobacter, especialmente a nifios de corta edad, desde sus reservorios y fuentes de

contaminacion (Fernandez, 2011).

En Chile en estudios realizados hace 20 afios en las ciudades de Concepcion, Valparaiso y
Santiago, este agente ocupaba el tercer lugar entre las diarreas agudas de causa bacteriana

en nifilos menores de dos afios de edad (Prado et al., 1985).

1.5 Morfologia y caracteristicas fisiologicas

El género Campylobacter comprende bacilos Gram negativos curvos, espiralados o con
forma de “S” italica, con un tamafo que varia entre los 0,2 a 0,9 ym de anchoy 0,5 a 5 um
de largo. Son moéviles por flagelacién monétrica o anfitrica, que le proporciona un moviento
caracteristico, con giros rapidos sobre su propio eje en forma de sacacorchos, caracteristica
por la cual su presencia puede ser distinguida de otras bacterias, por microscopia de
contraste de fase (Jara, 2006). No son esporoformadores, en cultivos viejos, aireados y en
condiciones subdpimas, toman forma esférica o cocoide. En agar selectivo tienen apariencia

humeda y son de color gris, blanco — gris, cremoso (Alvarez, 2007).

Las caracteristicas de cultivo son muy importantes para el aislamiento y la identificacion de
Campylobacter, se necesitan de medios selectivos y una atmdésfera microaerdfila (5-10% de
oxigeno). Todas las especies son capaces de desarrollarse a 37°C, pero C. jejuni tiene una
temperatura Optima de crecimiento de 42°C, por lo que es practica habitual en el laboratorio
la incubacion a esta temperatura con el fin de facilitar el aislamiento selectivo del principal
patégeno humano del género (Mendez & Cols, 2003). Son quimioorganotroéficos, no utilizan
los hidratos de carbono como fuente principal de energia, siendo los aminoacidos u otros
compuestos intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, necesarios para su

desarrollo. Ademas son oxidasa positivos y catalasa positivos o variables (Jara, 2006).
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1.6 Patogeniay factores de virulencia

La infeccion se adquiere por via oral proveniente de alimentos, bebidas o por el contacto con
animales infectados o productos animales. C. jejuni es susceptible al acido gastrico y por lo
general se necesita la ingestién de aproximadamente 10* microorganismos para producir la

infeccion (Brooks et al. 2014).

Afecta al hombre, causando diarrea y otras enfermedades como septicemia, meningitis o
complicaciones, como artritis reactivas y el Sindrome de Guillian-Barré (GBS). Los sintomas
generalmente se presentan después de un periodo de incubacién de 1 a 7 dias y la
severidad varia desde diarrea acuosa a sanguinolenta, con fiebre y calambres abdominales
(Lapierre, 2013).

La enfermedad gastrointestinal por C. jejuni se caracteriza por la aparicion de una lesion
histologica en la superficie mucosa del yeyuno, ileon y colon. Esta superficie mucosa
aparece ulcerada, edematosa y hemorragica, con abscesos en las criptas de las glandulas
epiteliales e infiltracion de la lamina propia por neutréfilos, células mononucleares y
eosinofilos. El proceso inflamatorio es compatible con la invasion del tejido intestinal por los
microorganismos. Aln no se ha podido establecer el papel preciso de las toxinas citopaticas,
las enterotoxinas y la actividad endotoxica que se han detectado en las cepas de C. jejuni.
Por ejemplo, las cepas que carecen de actividad enterotéxica continlan conservando toda
su capacidad de virulencia. Se ha descrito una adhesina que interviene en la uniéon de los
microorganismos a la capa mucosa; las cepas carentes de adhesina, al igual que las

inmdaviles, son avirulentas (Hernandez & Hernandez, 2007).

La instalacion de C. jeiuni subsp. jejuni en el tracto intestinal depende tanto de los
mecanismos de patogenicidad de la bacteria como de los mecanismos defensivos del
huésped y de la dosis infectante, sugiriendo que en la infeccién por Campylobacter pueden
aparecer diferencias en la susceptibilidad individual al microorganismo como también
variaciones en la virulencia de la cepa infectante. La invasividad, la produccion de
enterotoxina y de citotoxinas son los tres determinantes principales de virulencia
reconocidos el C. jejuni subsp. jejuni. La capacidad de adherencia al epitelio intestinal ha
sido propuesta como un cuarto factor de virulencia en estas bacterias (Fernandez et al.,
1996).
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1.6.1 Motilidad y quimiotaxis.

La motilidad de Campylobacter es proporcionada por un flagelo polar compuesto de flagelina
glicosilada, que es pieza clave en la aproximacion y adherencia a las células del epitelio
intestinal. Este hecho se demostr6 por la inhabilidad de mutantes no flagelados de C. jejuni

para colonizar el intestino de animales de experimentacion (Klotz et al., 2013).

En el Campylobacter spp. el flagelo no solo interviene en la movilidad de la bacteria, sino
también en la colonizacion de hospedadores y en la patogénesis. Esta constituido
mayoritariamente por una proteina denominada flagelina, cuyo locus estd formado por dos
genes en tandem: flaA y flaB, los cuales poseen una homologia del 95% entre sus
secuencias de ADN. El gen flaA codifica para la flagelina, mientras que el gen flaB
constituye una ‘“reserva genética” de variacion, con la que flaA podria, mediante
recombinacion, variar su secuencia y por tanto evadir la respuesta inmune del hospedador
(Perez, 2014).

Asimismo, la glicosilacién de la flagelina podria dar mayor fuerza, rigidez y carga al flagelo,
facilitando el paso a través de la capa viscosa de mucina. Como en otras bacterias, la
motilidad de Campylobacter es regulada por sefiales quimiotacticas que le permiten seguir
un gradiente favorable en el medio en el que se encuentra. Estudios con una cepa mutante
de C. jejuni no quimiotactica revelaron una reduccién en la colonizacién del hospedador,
indicando que el correcto reconocimiento de los parametros ambientales via sistema
guimiosensores es critico para una efectiva colonizacion y crecimiento in vivo (Jurado,
2014).

1.6.2 Adherencia.

Para invadir al hospedador Campylobacter debe cruzar la pared celular y asi adherirse a las
células epiteliales, lo cual provoca dafio en las mucosas e inflamaciéon. Se han propuesto
muchos factores como posibles adhesinas de Campylobacter, pero todos los estudios
parecen indicar que realmente son el flagelo y otros lipopolisacaridos de membrana los que
propician la adhesion. Se ha especulado sobre la produccion de fimbrias, pero en el genoma
de la cepa tipo de C. jejuni no se ha encontrado claramente ningin gen candidato
(Hernandez & Hernandez, 2007).

El flagelo se requiere para la colonizacion, la virulencia y la invasion de las células

epiteliales, y también actia como un aparato de secrecidon para antigenos de invasion; el

20



sistema N-glicosilacion modifica algunas proteinas periplasmicas y de membrana externa. El
N-glicano es importante para la colonizacion, la adherencia y la invasion de células
epiteliales, pero el papel de este glicano en estos procesos aun no es completamente claro.
También se ha descrito que entre las cepas de C. jejuni se conserva un antigeno de
superficie (PEB1) que parece ser la adhesina principal y que se considera un candidato para
el desarrollo de una vacuna (Castro et al., 2013).

1.6.3 Produccién de toxinas.

Un factor de virulencia muy importante es la toxina distendente citoletal (CDT por sus siglas
en inglés cytolethal distending toxin), que consta de tres subunidades: CdtA, CdtB, y CdtC.
Al parecer la CdtA y la CdtC se unen a un receptor desconocido en la superficie de la célula
hospedera; la CdtB, mediante un transporte activo, es llevada al ndcleo en el cudl la toxina
rompe la doble cadena de DNA vy detiene el ciclo celular, por lo que la CdtB puede actuar
como una DNasa para causar dafio directamente al DNA (Castro et al., 2013).

El conjunto de enzimas que posee Campylobacter también es importante en la
supervivencia de la bacteria dentro de un huésped. Se resaltan la superéxido dismutasa y la
catalasa, que protegen a la bacteria de fenbmenos oxidativos al transformar compuestos
toxicos del oxigeno (Klotz et al., 2013).

1.6.4 Sindrome de Guillain-Barré.

Se conoce como sindrome de GuillainBarré (SGB) a una serie heterogénea de neuropatias
periféricas de alivio espontaneo mediadas inmunolégicamente. El hallazgo comudn en ellas
es la polirradiculoneuropatia de evolucion rapida que se desencadena casi siempre después
de un proceso de tipo infeccioso. Se manifiesta frecuentemente con paralisis motora
simétrica, con o sin pérdida de la sensibilidad, y en ocasiones con alteraciones de tipo
autondmico. La debilidad de los musculos se agrava al maximo en las dos o tres semanas
posteriores al inicio del cuadro y la recuperacion parcial o total ocurre en semanas 0 meses
(Romano et al.,2007).

El SGB que ocurre después de la infeccion por C. jejuni es generalmente mas grave
relacionada con una extensa lesion axonal. También se asocian a una mayor probabilidad
de necesidad de ventilacibn mecéanica y un mayor riesgo de dafio neurolégico irreversible. El
riesgo de desarrollar SGB se incrementa después de la infeccidén con ciertos serotipos de C.

jejuni. En los Estados Unidos el tipo O:19 es mas comunmente asociado con SGB, en
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Sudéfrica, él tipo O:41 se reporta con frecuencia con SGB. En contraste, la gravedad de la
infeccion por C. jejuni no estéd asociado con un mayor riesgo del desarrollo de SGB. Aunque
las infecciones por C. jejuni son comunes en la poblacion general, el riesgo de desarrollar
SGB después de la infeccién C. jejuni es en realidad muy bajas (1 en 1.000 pacientes
desarrolla SGB después de la infeccion C. jejuni) lo que sugiere que los factores genéticos

del huésped estan involucrados en desarrollar la enfermedad (Nyati & Nyati, 2013).

No se conoce con exactitud la patogenia del sindrome, se piensa que el organismo
infeccioso induce una respuesta inmunolégica, tanto de origen humoral como celular, que
debido a la forma homologa de sus antigenos con los del tejido neuronal a nivel molecular,
produce una reaccion cruzada con componente gangliésido de la superficie de los nervios

periféricos (Romano et al., 2007).

1.7 Manifestaciones clinicas

Las infecciones gastrointestinales por C. jejuni, C. coli y C. upsaliensis cursan generalmente
como una enteritis aguda con diarrea, malestar general, fiebre y dolor abdominal, aunque las
consecuencias clinicas de la infeccion son variables, dependiendo del sistema inmunitario
del huésped. El principal sintoma de la infeccion en humanos es una enterocolitis aguda,
indistinguible de otras gastroenteritis agudas. Los pacientes afectados pueden tener 10 o
mas deposiciones al dia durante el periodo de maxima actividad de la enfermedad
(Hernandez & Hernandez, 2007). La diarrea normalmente se desarrolla poco después de la
aparicion del dolor abdominal y varia significativamente desde una presentacion leve no
inflamatoria, hasta una acuosa grave y sanguinolenta. La infeccion dura en promedio siete
dias en individuos inmunocompetentes. Las caracteristicas clinicas de la enfermedad
presentan dos tipologias: una que inicia con sintomas similares a una gripa y termina con

diarrea y la otra que se manifiesta directamente como diarrea (Klotz et al., 2013).

El dolor abdominal severo puede llegar a confundirse con una peritonitis aguda.
Ocasionalmente estos pacientes, principalmente adolescentes y adultos jovenes, pueden
desarrollar una peritonitis de una apendicitis aguda, pero en la mayoria de éstos se observa
una inflamacién del ileon y el yeyuno con adenitis mesentérica. Puede haber complicaciones

locales como la colecistitis, pancreatitis y peritonitis (Cervantes & Cravioto, 2007).

La dosis infectiva parece influir en la duracién del periodo de incubaciéon y del proceso

patologico. Pese a ser una enfermedad de sintomatologia autolimitada, debido al alto
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namero de casos anuales que produce, causa un importante coste econémico, tanto en

gasto médico como en horas perdidas de trabajo (Perez, 2014).

1.8 Diagnéstico de laboratorio

Debido a la escasa resistencia de estas bacterias a condiciones ambientales hostiles, la tasa
de aislamiento esta muy influenciada por la técnica empleada, la naturaleza de la muestra,
el nimero de microorganismos presentes en la misma y el estado fisioldgico en que se

encuentren (Hernandez & Hernandez, 2007).

1.8.1 Microscopia.

El Campylobacter spp. es un bacilo gramnegativo, curvo o en forma de S o gaviota de 0,2 -

0,9 pm de ancho y 0,5 - 5 um de largo, no esporulado (Chanqueo et al., 2005).

El primer paso en la identificacién de las posibles cepas de Campylobacter es la tincién de
Gram; sin embargo, esta bacteria no se tifie bien con la safranina, por la que ésta se
sustituye por fucsina fenicada o también se puede tefiir con la tincion de Hucker que es
mucho mas eficaz para identificarlos en el microscopio. Con estas tinciones se observan

bacilos pequefios, curvados en forma de C o de S, monotricos bipolares.

1.8.2 Cultivos.

Para el aislamiento a partir de materias fecales, los medios de cultivo selectivos mas
comunes se basan en agar sangre y antibiéticos; los mas usados son Skirrow, Butzler y
Campy-BAP. Los caldos de enriquecimiento no suelen ser necesarios ya que los individuos
enfermos excretan grandes cantidades de bacterias (10° - 10°) por gramo de materia fecal
(Mendez & Cols, 2003).

En ocasiones, y con el fin de recuperar las bacterias que pudieran encontrarse en
condiciones subletales a causa del procesado de la muestra, tales como refrigeraciéon o
congelacion, esta debe ser sometida a un preenriquecimiento en caldo nutritivo no selectivo
durante un periodo corto de tiempo el mismo que puede ser de 2 a 4 horas a 37°C en

condiciones de aerobiosis (Hernandez & Hernandez, 2007).

Se han desarrollado varios medios selectivos para el aislamiento de C. jejuniy C. coli, tales

como Skirrow, Butzler, Blaser, Preston, etc., los cuales favorecen el crecimiento de estas
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dos especies sobre otras del mismo género y en general sobre la microbiota acompafante.
El efecto selectivo de dichos medios se da por la adicibn de antibidticos (suplemento
selectivo) como la vancomicina, trimetroprim, polimixina B, anfotericina, cefalotina, actidiona,
colistina y rifampicina. Ademas de lo anterior el medio debe contener sustancias que
estimulen el crecimiento y conservacion de Campylobacter tales como sulfato ferroso,
metabisulfito de sodio, piruvato de sodio, cisteina, hematina, sangre de caballo y extracto de
levadura (Klotz et al., 2013).

1.8.3 Identificacién molecular.

El descubrimiento de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), la clonacion, la
secuenciacion y la tecnologia de deteccion por fluorescencia, asi como la accesibilidad a
una gran cantidad de informacién en la web ayudé al desarrollo de nuevas herramientas
moleculares, cuyo uso ha aumentado enormemente la habilidad para detectar y cuantificar
bacterias patdgenas en agua y alimentos, entre estas, muchas bacterias emergentes, como
por ejemplo; Escherichia coli 0157, Helicobacter pylori, Campylobacter spp., las cuales han
representado una seria amenaza para la salud publica mundial. La segunda generacién de
métodos moleculares para la deteccion e identificacién de géneros y especies son la PCR,
la PCR mudltiplex, la secuenciacion de genes especificos, el analisis de restriccion del ADN

ribosomal amplificado, entre otros (Palomino & Gonzalez, 2014).

1.8.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR se basa en el mecanismo de la replicacion in vivo del ADN: el ADN bicatenario se
desenrolla y pasa a ADN monocatenario, se duplica y se vuelve a enrollar. Esta técnica

consiste en ciclos repetitivos de:

¢ Desnaturalizacion del ADN por fusion a temperatura elevada, a fin de convertir el
ADN bicatenario en ADN monocatenario;

e Unién (anillamiento) de dos oligonucledtidos, utilizados como cebadores, al ADN
diana;

e Extension de la cadena de ADN por adicion de nucleétidos a partir de los cebadores
utilizando ADN polimerasa como catalizador, en presencia de iones Mg2+ (Somma &
Querci, 2009).
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1.9 Tratamiento

Generalmente no se requiere tratamiento, excepto la reposicion de electrolitos y la
rehidratacion. El tratamiento antimicrobiano (eritromicina, tetraciclina, quinolonas) esta
recomendado en casos invasivos (cuando las bacterias invaden las células de la mucosa
intestinal y dafian los tejidos) o bien para suprimir la condicion de portador (es decir, cuando
una persona es portadora de Campylobacter en su organismo y sigue diseminando las
bacterias sin padecer los sintomas de la enfermedad (OMS, 2011).

1.9.1 Resistencia a antimicrobianos.

El amplio y extendido uso de antibiéticos como aditivos en la alimentacién animal pudo
contribuir al desarrollo de poblaciones de bacterias patégenas para el hombre que sean
resistentes a drogas usadas en el tratamiento de infecciones. Esta preocupacion hizo que en
los afios 70 se empezasen a prohibir algunos antibiéticos como promotores de crecimiento:
tetraciclinas y penicilinas en 1976 y oleandomicina en 1979. En 1998 se prohibié el uso
como promotores de crecimiento de la bacitracina y la avoparcina y un afio después la
espiromicina y la virginiamicina. Finalmente en 2005, fueron prohibidos la avilamicina y el

flavofosfolipol (Castanon, 2007).

La mayoria de estudios de resistencias de cepas de Campylobacter spp. aisladas en aves
se centran en la especie C. jejuni, ya que es la principal especie aislada en carne de pollo.
Estos estudios hacen hincapié en aquellos antibidticos que pueden interferir en el
tratamiento de campilobacteriosis en el hombre, es decir, quinolonas y macrélidos y en

menor namero las tetraciclinas (Perez, 2014).

1.9.1.1 Quinolonas.

Las quinolonas constituyen una familia de antibiéticos bactericidas contra microorganismos
grampositivos y gramnegativos, de amplio espectro, bloquean la duplicacion bacteriana del
DNA, al inhibir la topoisomerasa bacteriana Il (DNA-girasa) y la topoisomerasa IV. Por su
amplio espectro son de eleccién para iniciar un tratamiento empirico, sin embargo, a pesar
de su eficacia, no siempre constituyen el antibidético de primera eleccion, ya que inducen
resistencia de los microorganismos a las quinolonas, lo que da lugar a una pérdida de su
utilidad clinica (Campos et al., 2008). En el caso de Campylobacter, los porcentajes de
resistencia no solo se han mantenido estables, sino que han aumentado. La resistencia a

qguinolonas en Campylobacter, se produce de forma rapida y persistente observandose un
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aumento en la concentracidon minima inhibitora a este antibiotico (por ejemplo, de 0.25 pg/ml

a 32 pg/ml) tras tratamiento con fluoroquinolonas (Zhao et al., 2010).
1.9.1.2 Macrolidos.

Los macrdlidos son una amplia familia de antibi6ticos naturales y semisintéticos obtenidos a
partir de productos metabdlicos del Streptomyces spp. La eficacia de este grupo de
farmacos contra infecciones humanas de creciente importancia ha estimulado el desarrollo
de miembros con superior actividad antibacteriana, ventajas farmacocinéticas con respecto

a la eritromicina y escasos efectos colaterales (Lucas et al., 2007).

Los macrdlidos se unen de forma reversible al dominio V del ARN ribosémico 23S. La union
se realiza mediante la formacion de puentes de hidrogeno entre diferentes radicales
hidroxilo del macrélido (especialmente entre el OH en posicién 2’ del azucar desosamina) y
determinadas bases del ARNr. Los macrdlidos desarrollan una actividad antibacteriana
lenta, predominantemente dependiente del tiempo y con efecto postantibidtico (EPA). La
actividad se considera bacteriostatica contra la mayoria de los microorganismos. Sin
embargo, a concentraciones elevadas, en medio alcalino y/o frente a determinados
microorganismos como S. pyogenes y S. pneumoniae, especialmente cuando se hallan en
fase de crecimiento logaritmico, pueden comportarse como bactericidas (Cobos et al.,
20009).

La resistencia a macrélidos en especies de Campylobacter es principalmente una
consecuencia del uso de antimicrobianos en la produccion de alimentos de origen animal. La
infeccidon con cepas de Campylobacter spp. resistentes a macrélidos se ha asociado con un
riesgo mayor de enfermedad invasora o muerte comparado con la infeccion por cepas

sensibles (Gonzélez & Alonso, 2013).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA
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2.1 Recoleccion de muestras

Se analizé un total de 127 muestras fecales obtenidas de los centros de cuidado materno
infantil de la ciudad de Loja, en nifios de edades que comprendian entre 0 — 4 afios, las
mismas se llevaron al laboratorio de Microbiologia Clinica de la Universidad Técnica

Particular de Loja para su posterior procesamiento.

2.2 Procesamiento de muestras

2.2.1 Siembraen medios selectivos.

La siembra se realiz6 directamente de las muestras fecales en medio base suplementado
con 5 % de sangre y antibiético Butzler (Anexo 1). A la par de la siembra se filtré las
muestras diluyéndolas en suero fisiolégico y colocando sobre filtros de membrana de

nitrocelulosa de 0,45 um para eliminar la flora bacteriana acompafiante.

La incubacién se realiz6 en una atmésfera de microaerofilia que es dotada por sobres de

anaerobiosis CampyGenTM 2,5L y temperatura de 42°C, e incubadas durante 48 horas.
2.2.2 Identificacién macroscoépicay microscépica de las muestras presuntivas.

Una vez culminado el tiempo de incubacion se analiz6 que en el cultivo existan colonias
caracteristicas las cuales son brillantes, planas, de un color translucido y que sigan la linea
del estriado (Figura 1). Para confirmar las colonias se realiz6 la Tincién de Hucker (Anexo
3) y se procedié a observar en el microscopio en el cual se debe observar que sean bacilos
curvos en forma de “s” o de alas de gaviota (Figura 2).

Figura 1. Colonias puras de Campylobacter spp. en medio selectivo
butzler
Fuente: La autora
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Figura 2. Campylobacter spp. observado en lente de 100x

Fuente: La autora

2.2.3 Identificacién bioquimica.

Se realiz6 la prueba de hidrdlisis del hipurato para la identificacion de las especies de C.
jejuniy C. coli. Las especies pertenecientes a C. jejuni tienen la capacidad para hidrolizar el
hipurato de sodio a acido benzoico y glicina por accion de la enzima hipuricasa que

reaccionara con la Ninhidrina provocando un cambio de color (Figura 10) (Anexo 4).

2.3 Determinacion de resistencia a fluoroquinolonas.

Se determing la resistencia utilizando la técnica de difusién en agar en medio Mueller Hinton
(Anexo 6), utilizando los discos de acido nalidixico (NA-30ug), ciprofloxacina (CIP-5ug),
eritromicina (ER-15 pg), gentamicina (GM-10 ug), ampicilina (AMP-10 pg) y amoxicilina mas
acido clavulanico (AMC-20/10 ug) siguiendo las recomendaciones del EUCAST 2016.
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Figura 3. Antibiograma de colonias aisladas de

Campylobacter spp.
Fuente: La autora

2.4 PCR - MULTIPLEX

Se realiz6 la extraccion de ADN de las muestras mediante el kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Anexo 8).

La PCR — Multiplex se realiz6 en un termociclador SimpliAmp Thermal Cycler con
condiciones preestablecidas (Tabla 4). El producto fue corrido en gel de agarosa al 1,5 %
(Anexo 10) y revelado en el equipo ENDURO™ GDS TOUCH Labnet.

Se hizo la interpretacién dependiendo del peso molecular de cada especie.
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Tabla 1. Secuencias de primers utilizados para el ensayo de PCR — MULTIPLEX y tamafio de
productos de PCR.

_ . Gen _ Secuencia (5’ a 3’)
Especies Tamafo ) Primer
Diana
Campylobacter 816 16S rRNA C412F 5’-GGATGACACTTTTCGGAGC-3’
Campylobacter
hyointestinalis C1228R* 5-CATTGTAGCACGTGTGTC-3
611 23S rRNA
subsp. HYO1F 5-ATAATCTAGGTGAGAATCCTAG-3’
Hyiointestinalis
HYOFET23SR 5-GCTTCGCATAGCTAACAT-3’
C. coli 502 askf CC18F 5-GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-3’
CC519R 5-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-3'
MG3F 5-GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT-3'
C. fetus 359 CstA
CF359R 5-AGCCAGTAACGCATATTATAGTAG-3’
. CLF 5-TAGAGAGATAGCAAAAGAGA-3’
C. lari 251 glyA
CLR 5-TACACATAATAATCCCACCC-3
L . C-1 5-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3
C. jejuni 161 Cjo4148
C-3 5-CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3’
. CUG1F 5-CGATGATGTGCAAATTGAAGC-3’
C. upsaliensis 86 IpxA
CU146R 5’-TTCTAGCCCCTTGCTTGATG-3’

Fuente: (Yamazaki et al., 2007).
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En el presente estudio se realiz6 el andlisis de 127 muestras de nifios de 0 — 4 afios en
centros de cuidado materno infantil de la ciudad de Loja, de las cuales se obtuvo que el
13,4% (17/127) de muestras eran positivas para Campylobacter spp. (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de aislamiento de Campylobacter spp. en muestras
fecales de nifios

3 N° de Porcentaje
muestras (%)
Negativas 110 86,6
Positivas 17 13,4
Total 127 100

Fuente: La autora

La campilobacteriosis es una enfermedad transmitida por alimentos muy comun en el
mundo, con gran impacto en América Latina, donde Argentina, Ecuador, Paraguay y Peru

reportan las prevalencias mas altas (Gutiérrez et al., 2015).

Datos similares a nuestro estudio son los reportados en Pert 13,4%; México 15,7%; Chile
15,3% y Argentina 15,2%, en los cuales se informa que ha existido un aumento considerable
durante los dltimos afios (Fernandez et al., 2008; Jara, 2006; Kaakoush et al., 2015; Perales
et al., 2002; Tamborini et al., 2012).

En paises como Estados Unidos, Canada y Sudafrica los porcentajes son mayores
presentando 28,9%, 36,9% y 31% respectivamente. Es importante sefialar que en un
estudio realizado en nuestro pais en el afio 1987 a nifios de 1 — 24 meses encontraron que
el 23% de casos estudiados eran positivo para Campylobacter spp. (Guarderian et al., 1987;
Kaakoush et al., 2015).

Datos menores se han reportado en Uruguay en los cuales se hizo el estudio a nifios
menores de 15 afios que ingresaban a la unidad de internacién de diarrea en el cual se
reportdé una frecuencia del 5,9%, en Colombia el porcentaje encontrado en el afio 2006
revel6 una infeccién con Campylobacter de 2,3% en nifilos menores de 5 afios con diarrea, y
en la ciudad de Loja se hizo el estudio en una entidad de salud en la cual se observé un
porcentaje de 7% (Manrique et al., 2006; Narvaez, 2015; Notejane et al., 2015).
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Por el porcentaje encontrado hay que tomar en cuenta el hecho de que eran nifios de bajos
recursos econémicos por lo que estados de malnutricion y condiciones ambientales son

factores importantes.

Se han identificado casos de portadores sanos en paises de América del Sur en el cuél en el
2011 se informé que probablemente este hecho se relacione con aspectos ligados a bajas
condiciones de saneamiento basico las que pueden promover mayores oportunidades de
transmisién de las especies diarrogénicas de Campylobacter, especialmente a nifilos de
corta edad, desde sus reservorios y fuentes de contaminaciéon, mientras que en paises
desarrollados no es frecuente que existan casos de portadores asintomaticos(Fernandez,
2011). En estos paises en desarrollo se encuentra mayor frecuencia de aislamiento y
presencia de especies Campylobacter entre los nifios desnutridos lo cual podria estar
relacionado con una alteracion en la condicion inmunolégica. La malnutricibn puede
predisponer a la infeccion por un impacto negativo en la barrera de proteccién de la
membrana mucosa intestinal y mediante la induccién de cambios en las funciones inmunes,
ya que se da un deterioro de las células Ddull en los nifios desnutridos y puede ser uno de

los mecanismos implicados en la inmunodeficiencia en estos nifios (Fernandez et al., 2008).

Un factor adicional que se ha planteado en la prevalencia de infecciones por Campylobacter
es la inmunidad a nivel de poblacién, en los paises en desarrollo, donde la
campilobacteriosis es endémica, la infeccién se limita generalmente a los nifios y disminuye
con la edad, lo que sugiere que la exposicion temprana en la vida podria conducir al
desarrollo de una inmunidad protectora. Esto podria reflejar qué infecciones asintoméaticas
son comunes en las naciones en desarrollo, lo que también podria tener un impacto en la
transmision de Campylobacter en estas regiones debido a la excrecion asintomatica
(Kaakoush et al., 2015).

Con base en el andlisis de PCR (Figura 4) de las muestras analizadas se obtuvo que el
58,8% (10/17) corresponde a C. jejuniy 41,2% (7/17) a C. coli (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de aislamiento de especies de Campylobacter.

NP Porcentaje
(%)
C. jejuni 10 58,8
C. coli 7 41,2
Total 17 100

Fuente: La autora
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Figura 4. Especies de Campylobacter

Fuente: La autora

Clinicamente las especies de Campylobacter mas importantes son los miembros del grupo
gue incluye termdfilo C. jejuni, C. coli, C. lari, y C. upsaliensis, con C. jejuni responsable de
la mayoria de los casos humanos, por lo cual se requiere una identificacion precisa de estos
organismos con el fin de decidir las medidas terapéuticas adecuadas, para entender la
patologia de la enfermedad, y para proporcionar datos clinicos y epidemioldgicos para el

control de la enfermedad (Wang et al., 2002).

C. jejuni es la especie mas frecuentemente aislada, tanto en los paises en vias de desarrollo
como en los paises industrializados y, en estos ultimos, C. coli es reconocido como agente
de diarrea entre el 5 y el 10% de todos los casos ocasionados por Campylobacter. Sin
embargo, en Sudamérica, C. coli ha sido aislado con mayor frecuencia, representando cerca

del 25% de los casos de diarrea producidos por especies del género (Fernandez, 2011).

La especie C. jejuni presenta una mayor prevalencia en los aislamientos que se ha hecho en
diferentes paises, nuestro estudio tiene similitud a lo encontrado en nuestro pais en el cual
se reportd una incidencia del 66,7% de C. jejuni en comunidades tanto de zona rural como
urbana y en estudios realizados en el sur de Irlanda en el cual C. jejuni es la especie
predominante, representando el 66% del total de especies de Campylobacter detectadas
(Kaakoush et al., 2015; Vasco et al., 2014).

Porcentajes mayores al presente estudio son los encontradas en Chile en donde de 70
muestras analizadas 87,1% (61) eran positivas para C. jejuni y en Argentina mostraron una
incidencia del 96% en nifios menores de 4 afios (Jara, 2006; Tamborini et al., 2012). Sin
embargo datos reportados en otros paises de Sudamérica demuestran porcentajes
menores, en Perd 23,0%, Paraguay 18,4%, Colombia 14,4%, Uruguay 14,3%, Venezuela
13,0%, Bolivia 10,5% y Brasil con 9,6%. En Europa en un estudio realizado en Paises bajos

dio un porcentaje de 4,1% (Kaakoush et al., 2015).
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La especie de C. coli fue aislada en 41,2% (7/17) de los casos el cual muestra porcentajes
similares a los estudios realizados en el pais en el cual hubo un 33,3% de infecciones por
esta especie (Vasco et al., 2014), y en un estudio realizado en Bolivia en el afio 2009 con un
porcentaje de 30% (Orietta, 2009). Porcentajes menores se han reportado en estudios
realizados en Argentina 4%, Chile 8,6%, Colombia 2,4%, Paraguay 0,6 %, Per( 11,9%.
Brasil 6% (Kaakoush et al., 2015; Pollett et al., 2012; Tamborini et al., 2012).

Por lo visto anteriormente C. jejuni sigue siendo la especie predominante a lo largo de los
afios aunque segun los casos estudiados el C. coli va teniendo una mayor incidencia lo que
preocuparia a la salud publica ya que hay que tener en consideracion este punto porque una
de las especies (C. jejuni) puede generar enfermedades de mayor riesgo si no son tratadas

adecuadamente.

En el estudio de la actividad antimicrobiana en el género Campylobacter se encontrd
resistencia hacia quinolonas como acido nalidixico y ciprofloxacino con 76,5 % y a

eritromicina y ampicilina con 5,9% y 17,6% respectivamente (Figura 5).

M Sensible M Resistente
100,0 100,0
94,1
82,4
17,6
NA Clp E GM AM AMC

NA= Acido nalidixico; CIP= Ciprofloxacino; E= Eritromicina; GM= Gentamicina; AM=
Ampicilina; AMC= Amoxicilina + Acido clavulanico

Figura 5. Actividad antimicrobiana de 6 drogas frente al género Campylobacter spp.

Fuente: La autora
En 1995, la incidencia de la resistencia a fluoroquinolonas en aislados de Campylobacter en
Tailandia se informé un 84% vy, en el periodo 1997-1998, la incidencia en Espafia fue de
72%. La resistencia a las fluoroquinolonas también ha aumentado en los Estados Unidos,

Reino Unido y los Paises Bajos (Alfredson & Korolik, 2007). En paises de América latina la
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resistencia a quinolonas ha presentado datos significativos, en Brasil y Peru fue de 72,2% y
78% respectivamente. Datos menores al presente estudio se han encontrado en Argentina
59,6 %, Bolivia 47%, Chile 50% y Paraguay 49% (Tamborini et al., 2012).

La especie de C. jejuni presento resistencia del 80% hacia acido nalidixico y ciprofloxacino

y sensibilidad a los demés antibitticos estudiados (Figura 6).

M Sensible M Resistente

100 100 100 100
80 80
20 I 20 I
NA CIP E GM AM AMC
NA= Acido nalidixico; CIP= Ciprofloxacino; E= Eritromicina; GM= Gentamicina; AM=
Ampicilina; AMC= Amoxicilina + Acido clavulanico

Figura 6. Actividad antimicrobiana de 6 drogas frente a C. jejuni.
Fuente: La autora

Porcentajes que son similares a los encontrados en Perd en el cual la resistencia aumento
del 42,1% en 2001 a 91,1% en 2010 hacia Ciprofloxacino (Pollett et al., 2012). En Bolivia al
analizar muestras de hospitales determinaron que el 70,4% de muestras identificadas como
C. jejuni eran resistentes a ciprofloxacino (Orietta, 2009). Porcentajes menores se han
reportado en Argentina, en un estudio realizado en 2012 se encontré que presentaban un
65% de resistencia hacia Ciprofloxacino, mientras el 100% era sensible a eritromicina
(Tamborini et al., 2012). En Chile en el 2011 se hallé resistencia del 32,4 % hacia

ciprofloxacino (Garcia et al., 2009).

La especie C. coli presento resistencia hacia acido nalidixico, ciprofloxacino, eritromicina y

ampicilina con un porcentaje de 71,4%, 14,3%, y 42,9 % respectivamente (Figura 7).
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NA= Acido nalidixico; CIP= Ciprofloxacino; E= Eritromicina; GM= Gentamicina; AM=
Ampicilina; AMC= Amoxicilina + Acido clavulanico

Figura 7. Actividad antimicrobiana de 6 drogas frente a C.coli.
Fuente: La autora

Porcentajes similares a un estudio realizado en Perl en el cual de las cepas aisladas de C.
coli del 2006 al 2010 el 87,4% era resistente a ciprofloxacino y el 10% a eritromicina (Pollett
etal., 2012).

En muchos paises la resistencia a eritromicina se asocia con mayor frecuencia a C. coli
(68%) ya que su principal reservorio son los cerdos y estos son tratados con Tylosin
(macrélido) como estimulante de crecimiento (Orietta, 2009). En Estados Unidos y paises
europeos la resistencia a macrélidos a aumentado de 18 a 80 % en aislados de pollos y
cerdos, asi mismo en Asia el 62% de C. coli aislados fueron resistentes a esta clase de

antimicrobianos (Luangtongkum et al., 2009).

La resistencia encontrada en fluoroquinolonas segun estudios nos indican que se debe a
una mutacion existente en una subunidad de la DNA girasa (GryA) la cual juntas con la
topoisomerasa IV son las responsables de la replicacion, transcripcion, recombinacion y
reparacion del ADN. Las quinolonas forman un complejo que bloquea la funcionalidad de la
enzima uniéndose a la subunidad GryA pero al existir la mutacion en esta subunidad
confiere un fenotipo de elevada resistencia hacia fluoroquinolas en C. jejuni y C. coli
(Hormefio, 2016). Asi como también al uso indiscriminado de antimicrobianos ya sea en
humanos como el uso de estos antimicrobianos en la industria avicola en reservorios
animales, el consumo de carne mal cocida podria transmitir bacterias previamente

resistentes (Orrego et al., 2014).
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El principal mecanismo de resistencia hacia macrolidos en Campylobacter se debe, como
en otras bacterias, a la mutacién del gen rRNA 23S, que esta triplicado en el cromosoma de
Campylobacter. En las cepas resistentes a la eritromicina, generalmente todas las copias

tienen mutaciones asociadas a la resistencia a macrolidos (Hormefio, 2016).

En proporcidon con estos resultados, se ha descrito que las cepas de C. coli presentan
resistencia a diversos antimicrobianos, especialmente macrélidos y fluoroquinolonas, mas
frecuentemente que los aislados de C. jejuni. Aunque no se conoce la causa de esta
diferencia, una posible explicacion seria la diferencia en la estabilidad a mutaciones o
diferencias en la capacidad para intercambiar material genético entre distintas cepas
(Ugarte, 2015).

En la presente investigacion, la resistencia a ciprofloxacino se encontro en aislados de
pacientes pediatricos en los cuales no se recomienda usar las fluoroquinolonas como
tratamiento empirico de diarrea. Dada esta situacién, la probabilidad de adquisicion de este
tipo de resistencia intra-tratamiento es escasa, y es mas probable que la infeccién fuese

provocada por cepas de Campylobacter ya resistentes provenientes de reservorios.
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CONCLUSIONES

Del total de muestras analizadas se obtuvo 13,4% (17/127) de muestras positivas

para el género Campylobacter.

Las especies encontradas fueron C. jejuni 58,8% (10/17) y C. coli 41,2% (7/17).

Al analizar la actividad antimicrobiana de 6 drogas frente a Campylobacter spp. se
encontré que presentaban resistencia hacia acido nalidixico 76,5%, ciprofloxacino

76,5%, ampicilina 17,6% y eritromicina 5,9%.

Al analizar la actividad antimicrobiana de 6 drogas frente a C. jejuni se encontré que

el 80% presentaban resistencia hacia acido nalidixico y ciprofloxacino.

Al analizar la actividad antimicrobiana de 6 drogas frente a C. coli a se encontr6 que
presentaron resistencia hacia acido nalidixico 71,4%, ciprofloxacino 71,4%,

ampicilina 42,9% y eritromicina 14,3%.
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RECOMENDACIONES

Antes de aplicar un tratamiento antimicrobiano realizar un analisis de las causas de
la gastroenteritis y si es estrictamente necesario dar uso de los mismos para evitar el

aumento de resistencia en estos.

Realizar un analisis a fondo de todos los productos que pueden ser el foco de
infeccién, asi como de los animales de compariia que también pueden ocasionar el

contagio con esta bacteria.

Dar a conocer la resistencia que puede ocasionar el uso indiscriminado de
antibiéticos en profilaxis de animales de consumo para asi poder disminuir la

resistencia que estos adquieren a los antibiéticos.

Realizar mas estudios en el pais para poder contar con mayor informacion acerca de
las diarreas ocasionadas por Campylobacter spp. tanto en niflos como adultos

mayores que son los grupos mas sensibles.
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ANEXO 1: PREPARACION DE MEDIO SELECTIVO BUTZLER

Para un volumen final de 1000 ml, 5% de sangre

e Pesar 25 g de Agar Caldo Nutritivo N°2.

e Pesar 10 g de extracto de levadura y 16 g de agar - agar.

e Agregar 940 ml de agua destilada.

e Ajustar el pH en un rango de 6.5 a 6.9 utilizando acido clorhidrico diluido al 25%.

e Esterilizar en autoclave a 121°C y 1 atm de presion por 20 minutos.

¢ Reconstituir el antibiético (Campylobacter selective supplement Butzler).

e Adicionar antibiotico en el medio de cultivo autoclavado cuando se encuentre a 50°C.

e Agregar la sangre al medio de cultivo (50 ml) y homogenizar evitando la formacion de
burbujas.

¢ Dispensar aproximadamente 20 ml de medio por cada caja Petri o Bipetri.

e Almacenar las cajas de forma invertida a 4°C previamente rotuladas.

Figura 8. Medios Butzler

Fuente: La autora
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ANEXO 2: PREPARACION DE MEDIO MUELLER HINTON

Para un volumen final de 1000 ml, 5% de sangre

e Pesar 38 g de Agar Mueller Hinton y 5 de extracto de levadura.

e Agregar 950 ml de agua destilada.

e Ajustar el pH en un rango de 7.0 — 7.2 utilizando &cido clorhidrico diluido al 25%.

e Esterilizar en autoclave a 121°C y 1 atm de presién por 20 minutos.

e Agregar la sangre al medio de cultivo 5 % (50 ml) y homogenizar evitando la
formacion de burbujas.

e Dispensar el medio en cada caja Petri.

¢ Almacenar las cajas de forma invertida a 4°C previamente rotuladas.
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ANEXO 3: COLORACIONES PARA IDENTIFICACION PRESUNTIVA DE
CAMPYLOBACTER
COLORACION GRAM

e Preparar un frotis de la muestra a analizar.

e Cubrir con cristal violeta por un minuto, luego lavar con agua.
e Verter la solucion de lugol y dejarlo por 1 minuto.

e Escurrir la solucién y lavar con agua, escurrir.

e Cubrir con la solucion de safranina por 10 segundos.

e Lavar con aguay dejar secar.

Nota: El colorante de contraste safranina puede cambiarse por fuscina fenicada,

porque el contraste es muy pobre y es dificil de visualizar la bacteria.
COLORACION DE HUCKER

e Realizar un frotis de las colonias sospechosas en una placa porta objetos y fijar con
calor.

e Colocar sobre el frotis una gota de colorante violeta cristal y una gota de bicarbonato
de sodio al 1% por 2 minutos.

e Lavar la placa con agua y dejar secar.

e Observar al microscopio 6ptico con el lente de 100x.

Nota: Los cultivos viejos pueden variar la morfologia de Campylobacter spp tomando

una forma esférica o cocoide no viable.

Figura 9. Coloracidon con Tincién Hucker.

Fuente: La autora
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ANEXO 4: IDENTIFICACION BIOQUIMICA
CATALASA

e Tomar con un asa estéril colonias puras de un cultivo fresco y colocar en un porta
objetos.

e Adicionar una gota de peroxido de hidrogeno al 3%.

e Lectura de resultados: Positivo: Formacién de burbujas, Negativo: Ausencia de
burbujas.

OXIDASA

e Tomar con un asa estéril las colonias puras de un cultivo fresco.

e Inocular en tiras reactivas Oxistrip de Hardy Diagnostics.

Lectura de resultados: Positivo: Coloracion azul — violeta en la tira reactiva, Negativo:
Ausencia de coloracion en la tira reactiva.

HIDROLISIS DEL HIPURATO

e Tomar 400 ul de solucién de hipurato de sodio al 1% en un tubo.

e Colocar de tres a cuatro asadas del cultivo puro en la soluciéon de hipurato y dar
vortex.

¢ Incubar en bafio maria a 37°C por un periodo de 2 horas.

e Agregar 200 ul de solucién de ninhidrina y reposar 10 minutos mas en el bafio maria.

Interpretaciéon de resultados: Positivo: Coloracién azul — violeta intenso

Negativo: Coloracién azul tenue o0 ausencia de coloracion.

Positiva Negativa

Figura 10. Prueba de hidrolisis del hipurato

Fuente: La autora
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ANEXO 5: METODO DE FILTRACION EN MEBRANA DE NITROCELULOSA DE
0,45um

Tomar de dos a tres asadas de las colonias de Campylobacter spp. colocarlas en
250 ul de solucion salina y dar vértex.

Colocar el filtro de membrana de nitrocelulosa sobre las placas de medio selectivo.
Colocar los 200 ul de la solucién sobre el filtro con una micropipeta, esperar hasta
gue se complete la filtraciéon por un tiempo minimo de 30 minutos.

Retirar el filtro con la ayuda de pinzas estériles.

Incubar las placas de forma invertida en una atmésfera de microaerofilia a 42°C +
2°C durante 48 horas.

Verificar la pureza de las cepas mediante tincion Hucker.

Figura 11. Filtracion en membrana de nitrocelulosa

Fuente: La autora
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ANEXO 6: PREPARACION DE INOCULO PARA ANTIBIOGRAMAS.

En un tubo estéril colocar 1 ml de suero fisiolégico

De un cultivo fresco tomar de 2 — 3 asadas de colonias y colocar en el tubo.

Incubar durante 10 minutos a 37°C.

Tomar con un hisopo estéril el contenido del tubo.

Colocar el hisopo en medio Mueller Hinton y estriar de manera continua en toda la
placa.

Colocar los discos antibidticos respectivos (AM, GM, E, CIP, AmC, NA)

Incubar a 42°C +2 en un ambiente de microaerofilia durante 48 horas.

ANEXO 7: CRIOCONSERVACION DE CEPAS

Tomar con un hisopo estéril las colonias puras de un cultivo fresco.

Inocular asépticamente el hisopo dentro del criotubo CRIOBANK™ MIXED (COPAN
Diagnostics, Inc).

Agitar el criotubo por 10 segundos.

Dejar los criotubos invertidos por 20 minutos.

Retirar el exceso de glicerina con la ayuda de una micropipeta.

Almacenar los criotubos a -70°C.
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ANEXO 8: PROTOCOLO PARA EXTRACCION DE DNA DE CELULAS CULTIVADA

Aislamiento de ADN gendmico de bacterias y bacterias gram negativas

Materiales y equipos:

¢ Microcentrifuga de 13000 x g

e Tubos de 1,5 mL para microcentrifuga.

¢ Barfo Maria, bloque de calor o incubadora a 80 °C y 37°C.
e Isopropanol

e Etanol al 70%.

¢ Bafio Maria, bloque de calor o incubadora a 65°C (opcional).

PROCEDIMIENTO:

1. Afadir 1 ml de un cultivo de una noche a un tubo de 1,5 ml de microcentrifuga.

2. Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos para sedimentar las células.
Eliminar el sobrenadante.

3. Anadir 600pl de Nuclei Lysis Solution. Pipetear suavemente hasta que se vuelven a
suspender las células.

4. Incubar a 80 ° C durante 5 minutos para lisar las células; a continuaciéon, enfriar a
temperatura ambiente.

5. Anadir 3yl de RNase Solution al lisado celular. Invierta el tubo 2-5 veces para
mezclar.

6. Incubar a 37 ° C durante 15-60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura ambiente.
Agregar 200l de Protein Precipitation Solution al lisado celular tratado con RNasa.

8. Dar Vortex vigorosamente a alta velocidad durante 20 segundos para mezclar la
Protein Precipitation Solution con el lisado celular.

9. Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos.

10. Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 3 minutos.

11. Transferir el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo de 1,5 ml de
microcentrifuga limpio que contenga 600l de isopropanol a temperatura ambiente.
Nota: Algunos sobrenadantes pueden permanecer en el tubo original que contiene
los pellets de proteina. Dejar este liquido residual en el tubo para evitar la
contaminacién de la solucién de ADN con la proteina precipitada.

12. Mezclar suavemente por inversion hasta que las hebras de hilo de ADN formen una
masa visible.
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13.
14,

15.
16.

17

18.

19.

Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos.

Vierta cuidadosamente el sobrenadante y drene el tubo sobre papel absorbente
limpio. Afadir 600ul de etanol al 70% a temperatura ambiente y suavemente invierta
el tubo varias veces para lavar el sedimento de ADN.

Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos

Aspirar cuidadosamente el etanol.

. Drene el tubo sobre papel absorbente limpio y deje que el precipitado se seque al

aire durante 10-15 minutos.

Afadir 100 pl de solucién de rehidratacién de ADN en el tubo y rehidratar el ADN
mediante incubacion a 65 °C durante 1 hora. Periédicamente mezclar la solucion
golpeando suavemente el tubo. Alternativamente, rehidratar el ADN mediante la
incubacioén de la solucion durante la noche a temperatura ambiente a 6 4 ° C.
Almacenar el ADN a 2-8 ° C.
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ANEXO 9: PCR —= MULTIPLEX

En un tubo de microcentrifuga se colocara cada uno de los componentes para realizar el

mix.
Especies Componentes 1X (ul)
Buffer 5,00
dNTPs 0,50
Cl2Mg 1,50
Primers:
Campylobacter C412F 0,05
C1228R 0,05
C. jejuni C-1 0,05
C-3 0,05
C. coli CC18F 0,05
CC519R 0,05
C. upsaliensis CU61F 0,05
CU146R 0,05
C. fetus MG3F 0,05
CF359R 0,05
C. lari CLF 0,05
CLR 0,05
C.hyointestinalis HYO1F 0,05
subsp.hyointestinalis HYOFET235R 0,05
Taqg 0,125
H20 16,17
DNA 1,00
25,00

Al culminar este proceso se debe llevar al termociclador el cual debe estar programado con

las siguientes condiciones:

Tabla 4. Condiciones para PCR

Condiciones: Temperatura (°C) Tiempo (minutos) N° ciclos
Desnaturalizacion inicial
94 2 1
Desnaturalizacion 94 04
Anillamiento 54 14 30
Extension 72 1
Extensién final 72 5 1
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ANEXO 10: ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para preparacién de un gel de 35 mL.

¢ En una probeta colocar 11,6 mL de gelred y 3,5 mL de TBE 10x y aforar a 35 mL.

e Pesar 0,525 g de agarosa UltraPure™ de Invitrogen y colocar en un vaso de
precipitacién de 50 mL y adicionar el contenido de la probeta.

e Disolver por calentamiento la solucién evitando llegar a temperatura de ebullicion
para no perder producto con la evaporacion.

e Verter la solucion en la bandeja de electroforesis.

e Colocar la peineta en la bandeja.

e Dejar solidificar el gel por alrededor de 15 minutos.

e En la cubeta para electroforesis colocar gel y adiciona el buffer TBE 1x hasta cubrir
completamente el gel.

e Adicionar 1 pl del marcador de peso molecular y 2 ul de los productos de la PCR
Multiplex (controles y muestras).

e Tapar la cubeta conectando a la fuente de poder Enduro™ marca Labnet.

e Programar la corrida por 45 minutos a 120 Volty 300 mA.

¢ Revelar el gel mediante luz UV a 300 nm en el Transluminador UV Labnet.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa

Fuente: La autora
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