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RESUMEN

Campylobacter, es una bacteria causante de la gastroenteritis en los seres humanos
principalmente en los nifios y personas inmunodeprimidas, es adquirida al ingerir alimentos
contaminados y presenta en la actualidad gran importancia en la salud publica. Con el
proposito de obtener informacién de relevancia clinica se determind la resistencia antibiética
de las especies de Campylobacter termotolerantes en nifios menores de 12 afios aisladas
del Hospital Manuel Ygnacio Monteros durante el periodo abril a junio del 2016. Se analizo
174 muestras fecales presentandose 5,2% (9) de cepas positivas para Campylobacter spp.
Al identificar las especies aisladas, C. jejuni presentd el 89%(8) mientras que C. coli 11%
(1). Al analizar la susceptibilidad bacteriana mediante la técnica de difusion en agar se
encontré 67% de resistencia para ciprofloxacina y 100% de sensibilidad en eritromicina y

gentamicina.

PALABRAS CLAVE: Campylobacter, gastroenteritis, C. jejuni, C. coli.



ABSTRACT

Campylobacter is a bacterium that causes gastroenteritis in humans mainly in children and
immunosuppressed people, is acquired for ingest contaminated food and currently presents
great importance in public health. With the purpose to obtain information clinically relevant
antibiotic resistance of thermotolerant Campylobacter species in children under 12 years
isolated from Manuel Ygnacio Monteros Hospital during the period April to June 2016 was
determined 174 fecal samples were analyzed presenting 5.2 % (9) positive strains of
Campylobacter spp. To identifying the isolated species, C. jejuni showed 89% (8) while C.
coli 11% (1). When analyzing the bacterial susceptibility by agar diffusion technique 67%
resistance to ciprofloxacin and nalidixic acid, and 100% sensitivity to erythromycin and
gentamicin it was found.

KEYWORDS: Campylobacter, Stomach flu, C. jejuni, C. coli



INTRODUCCION

La resistencia bacteriana afecta a todas partes del mundo, y los nuevos mecanismos de
resistencia se extienden a escala internacional. La aparicion de cepas resistentes es un
fendmeno natural que ocurre cuando los microorganismos se reproducen de forma errébnea
0 se intercambian caracteristicas de resistencia, pero la utilizacion y el uso indebido de
antimicrobianos también acelera su aparicién. Las practicas inapropiadas de control de las
infecciones, las malas condiciones sanitarias y la manipulacién inadecuada de alimentos

propician la propagacion de las resistencias (WHO, 2015).

La campilobacteriosis es una de las principales causas de las enfermedades diarreicas de
transmision alimentaria de los seres humanos en todo el mundo y una carga importante en
el servicio de salud en muchos paises. Entre los diferentes agentes de diarrea bacteriana se
encuentran las especies termotolerantes clasicas de Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. lari
y mas recientemente C. upsaliensis), las cuales son bacterias zoonéticas de amplia
distribuciéon en la naturaleza, son bacilos gramnegativos curvos con forma caracteristica de
alas de gaviota y motilidad en “sacacorchos” dada por un flagelo polar presente en uno o

ambos extremos (Fernandez, 2011).

La infeccion por Campylobacter spp, es adquirida al ingerir alimentos mal cocidos, leche,
mariscos, agua contaminada; y al ser esta bacteria zoonoética se va a encontrar distribuida
en animales domésticos y silvestres, en su tracto gastrointestinal, los mismos que pueden

ser portadores sanos o con diarrea (Spicer, 2009).

Las especies que producen manifestaciones clinicas en el hombre son Campylobacter
jejuni, C. coli y C. lari, causando cuadros de diarrea inflamatoria que pueden caracterizarse
por deposiciones disgregadas o acuosas, con presencia de sangre y mucus, las que se ven
favorecidas por los factores de predisposicién del huésped y mecanismos de patogenicidad

de la bacteria (Fernandez & Farase, 2003).

Las especies de Campylobacter son las causas mas frecuentes de diarrea bacteriana aguda
en todos los grupos de edad, con una mayor incidencia en nifios menores de 5 afios. Este
enteropatdgeno estd asociado frecuentemente a cuadros clinicos de diarrea complicada o
diarrea persistente en menores de un afio que requieren hospitalizacion. Sin embargo, la
presentacion clinica es variable desde diarrea acuosa hasta disenteria, y siendo muchas

veces la bacteria excretada sin producir sintomas (Rivera et al., 2011).

Ferndndez (2011) menciona varios aspectos epidemioldgicos, clinicos y bacteriolégicos de

campilobacteriosis en América del Sur en donde estudios detallan que en Ecuador la
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frecuencia de aislamiento de C. jejuni es de 23% en nifios con diarrea, mientras que para C.
coli en nifios con diarrea no existe una frecuencia establecida debido a que el agente causal

no ha sido aislado o identificado.

La diarrea por Campylobacter es autolimitada, puesto que no requiere del uso de
antibioticoterapia pero en casos que las condiciones clinicas del paciente requiera una
terapia generalmente las drogas de eleccién son la eritromicina, especialmente en nifios y
las fluoroquinolonas en adultos (Reina et al., 1992). Las fluoroquinolonas son agentes
antimicrobianos sintéticos con un amplio espectro de actividad antibidtica contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas que actdan por la inhibicion de ADN girasa o
topoisomerasa IV (Leyva & Leyva, 2008). Sin embargo, en los afios recientes, la emergencia
de resistencia a estos grupos de antimicrobianos ha complicado el tratamiento empirico de
la campilobacteriosis y se ha demostrado que en los Ultimos afios se produjo un incremento
en la resistencia de Campylobacter a fluoroquinolonas aislados de humanos (Gonzélez et
al., 2013).

La resistencia a los macrolidos y fluoroquinolonas, esta mediada principalmente por
mutaciones diana cromosdmica y activacion de flujo de salida. Los objetivos involucrados
son las proteinas 23S rRNA ribosomal, L4 y L22 para macrélidos y girasa DNA A (GyrA)
para fluoroguinolonas (Ge et al.,2013). En la infeccion por este género se han detectado
enterotoxinas y toxinas citopaticas asi como actividad citotéxica, en el proceso de infeccion
e invasioén intestinal. Teniendo en cuenta que la dosis infectante es baja, se entiende que los
alimentos de origen animal son un riesgo apreciable de infeccibn humana, por lo que se
consideran actualmente zoonosis emergentes, de frecuencia creciente en todos los paises
(Rivera et al., 2011).

Considerando inicialmente la poca informacién existente sobre la aparicion de cepas de
Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas en el Ecuador y que en los laboratorios de
microbiologia de la localidad no se efectla la blsqueda rutinaria de Campylobacter con
enfoque hacia la importancia epidemiolégica, por lo que ha contribuido a que se desconozca

la distribucion de sus especies.

En los ultimos datos publicados se ha reportado un incremento significativo en el nimero de
casos de Campilobacteriosis presentados a nivel mundial como en Pert 18,6% (Ochoa et
al., 2010), Argentina 15.29% (Tamborini et al., 2012), Venezuela 13% (Urrestarazu et al.,
1999) y en dos comunidades ecuatorianas de Quito 5,5% y Esmeraldas 1,3% (Vasco et al.,
2014), principalmente en la regién de Loja pese a la escases de estudios en casas de salud
la incidencia de 6,8% (Narvaez, 2015) y 8% (Cuenca, 2015) viene considerandose un
problema emergente que afecta tanto a seres humanos como animales.
4



El presente trabajo “Especies de Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas aisladas en
nifios con y sin diarrea del Hospital Manuel Ygnacio Monteros durante el periodo abril a junio
del 2016" pretende establecer las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
orientando de esa manera la terapia y la vigilancia epidemiolégica, para asi lograr obtener
informacion de relevancia clinica de la resistencia antibitica a partir de muestras fecales

humanas.
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1.1 Campilobacteriosis

Desde el afio 2005, la campilobacteriosis representa la zoonosis mas importante a nivel
mundial, la infeccidon se produce por la ingestion de carnes principalmente la de pollo, por
subproductos de origen animal y agua contaminada con heces infectadas. Las infecciones
por Campylobacter son generalmente leves, pero pueden ser fatales entre los nifios muy

pequefios, ancianos y personas inmunodeprimidas (WHO, 2011).

La campilobacteriosis es una enfermedad infecciosa producida por las bacterias del género
Campylobacter que en los humanos causan gastroenteritis. La campilobacteriosis humana
es causada principalmente por C. jejuni mas del 80% de los casos y en torno al 10%, por C.
coli y se asocia con la enteritis aguda y un dolor intestinal que dura 7 o mas dias (OIE,
2008).

1.2 Campylobacter

Campylobacter spp es uno de los patégenos intestinales mas frecuentes, tanto en paises

desarrollados como en los que estan en vias de desarrollo (Fernandez & Farase, 2003).

El género Campylobacter comprende bacilos Gram negativos de morfologia curva, en
espiral o con forma de “S” italica o de "V" de alas de gaviota (Fernandez, 2008). El tamafio
puede oscilar entre los 0,2 a 0,9 um de ancho y 0,5 a 5 um de largo (Jore et al., 2010). Son
méviles por flagelacion mondtrica o anfitrica, que le proporciona moviendo con giros rapidos
sobre su propio eje en forma de sacacorchos, por la cual su presencia puede ser distinguida

de otras bacterias (Fernandez et al., 2000).

Campylobacter spp. no sobrevive por debajo de un pH de 4.9 y por encima de pH 9.0 y
crece de manera Optima a un pH de 6.5 a 7.5. Estos no formadoras de esporas y bacterias
exigentes son esencialmente microaerofilico, crece mejor en un ambiente con baja tensién
de oxigeno 5% O,, 10% de CO: y 85% N (Garénaux et al., 2008; Brooks et al., 2014). No
fermentan ni oxidan carbohidratos, sino que obtienen su energia a partir de aminoacidos, o
intermediarios del ciclo de acidos tricarboxilicos; siendo la mayoria de las cepas resistentes

a la cefalotina (Silva, et al., 2011).

En cultivos antiguos con mas de 48h pueden cambiar su morfologia y aparecer en forma

cocoide que pierden su motilidad (Jore et al., 2010).



1.2.1 Antecedentes.

Los primeros hallazgos que describen las bacterias del género Campylobacter se remontan
a 1886, cuando Escherich observé unos microorganismos con forma de espiral en muestras
de heces y en el aparato digestivo de nifios que murieron como consecuencia de un proceso

de gastroenteritis (Butzler, 2004).

En humanos, el primer brote de campilobacteriosis documentado data de 1938 cuando se
constatd la presencia de V. jejuni en 355 personas con gastroenteritis que habian
consumido la misma leche (Butzler, 2004). El género Campylobacter no se establecié hasta
1963; al encontrarse que en realidad estos microorganismos no tenian las mismas
caracteristicas bioquimicas que los del género Vibrio (Sebald & Verén, 1963). Diez afos
mas tarde, Vibrio jejuni y Vibrio coli pasaron a ser Campylobacter jejuni y Campylobacter

coli, respectivamente (Verén & Chatelain, 1973).

No fue hasta los afios 80 cuando Campylobacter fue reconocido como la causa mas
frecuente de gastroenteritis bacteriana en el hombre (Butzler, 2004), sefialando como fuente
de infeccion mas importante para los humanos el consumo de carne de pollo (Barot et al.,
1983).

1.2.2 Taxonomia.

En 1991 se propuso una revision de la taxonomia y la nomenclatura del género
Campylobacter. Segun el Manual de Bergey, el género Campylobacter comprende dieciséis
especies y seis subespecies. Mas recientemente, se propusieron dos especies mas
(Vandamme, 2000).

Las especies del género Campylobacter spp., se ubican en la clase Epsilon de las
proteobacterias, en el orden Campilobacterales, que incluye las familias Wolinella,
Helicobacteraceae y Campylobacteraceae. Esta Ultima comprende los géneros

Campylobacter spp y Arcobacter spp (Butzler, 2004).

Entre los diferentes agentes de diarrea bacteriana se encuentran las especies
termotolerantes clasicas de Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis) que
han adquirido gran importancia en Salud Publica, como patégenos intestinales infecciosos
para el ser humano (Fernandez, 2011). De hecho, diversos estudios consideran que
aproximadamente el seis por ciento de los casos de campilobacteriosis humana se deben al

contacto con animales domésticos (Tenkate & Stafford, 2001).



1.2.2.1 Campylobacter jejuni.

La especie C. jejuni comprende dos subespecies (C. jejuni subespecie jejuni y C. jejuni
subespecie doylei) que pueden diferenciarse sobre la base de varias pruebas fenotipicas
como: la reduccion del nitrato, la reducciéon de selenio, el fluoruro sodico, safranina, y el

crecimiento a 42°C, la subespecie doylei no crece a 42°C (Garrity, 2005).

La especie mas frecuente que causa infeccion en el hombre es Campylobacter jejuni
subespecie jejuni, considerada como el primer agente de diarrea en el ser humano en los
paises desarrollados y el segundo o tercero en las naciones en vias de desarrollo (Murray et
al., 2007). Tiene una distribucion mundial y en los paises industrializados se aisla en
muestras de deposiciones diarreicas entre dos a siete veces mas que Salmonella o Shigella
(Winn et al., 2008).

C. jejuni se encuentra en el intestino de animales domésticos como aves, bovinos, ovinos y
porcinos y se describe que 90% de las aves de corral son portadoras de Campylobacter spp,
sin afectar su crecimiento (Farnell et al., 2005).

Aunque las complicaciones son poco frecuentes, C. jejuni es un hecho desencadenante

importante para el sindrome de Guillain-Barré (Nobuhiro & Hartung, 2012).

1.2.2.2 Campylobacter coli.

El C. coli es la segunda causa mas comun de la campilobacteriosis humana (Tam et al.,
2003).

Es un agente importante de gastroenteritis y enterocolitis aguda en los seres humanos
(Murray et al., 2007). Los sintomas tipicos incluyen diarrea acuosa que puede contener
células rojas o blancas de la sangre, la enterocolitis inflamatoria, dolor abdominal, fiebre,
malestar general, nduseas y vomitos estos suelen durar alrededor de una semana, con las
recaidas se producen en el 5-10% de los casos si no se trata, y la persistencia de los
sintomas se pueden observar en pacientes inmunocomprometidos (Allos, 2001).

La mayoria de los casos son brotes esporadicos, la infeccién se asocia principalmente con
el manejo de los alimentos y el consumo de carne cruda. El cerdo es el principal huésped
(Humphrey et al., 2007).

1.3 Cultivo

Las caracteristicas de cultivo son de gran importancia para el aislamiento y la identificacion
de Campylobacter. Se necesitan medios selectivos y la incubacion debe ser en una

atmosfera con O2 al 5% y CO2 al 10%. Una forma de producir la atmésfera de incubacion
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es colocando las placas en un frasco para incubacién de anaerobios sin el catalizador y
producir el gas con un estuche generador de gas disponible en el comercio o mediante
intercambio de gas (Brooks et al., 2014). La incubacién de las placas primarias para el
aislamiento de C. jejuni y C. coli debe ser a una temperatura de 42°C. Aunque C. jejuni se
multiplica bien a una temperatura de 36 a 37°C, la incubacion a una temperatura de 42°C
impide la proliferacién de la mayor parte de otras bacterias entéricas presentes en las heces
y por tanto simplifica la identificacion de Campylobacter (Romero, 2007). Se pueden utilizar
varios medios selectivos. El medio contiene antimicrobianos para inhibir el crecimiento de
otras bacterias. Los medios selectivos son adecuados para el aislamiento de C. jejuni a una
temperatura de 42°C; cuando los medios sin antibiéticos se incuban a una temperatura de
36 a 37°C, se pueden aislar otros Campylobacter. Las colonias tienden a ser incoloras o
grises. Pueden ser acuosas y difusas o redondas y convexas y a veces los dos tipos de

colonia aparecen en una placa con agar (Brooks et al., 2014).

1.3.1 Caracteristicas de crecimiento

Los medios selectivos y las condiciones de incubacion para su multiplicacion, generalmente
necesitan una serie breve de pruebas para la identificacion. C. jejuni y otras especies de
Campylobacter patdgenos para el ser humano son oxidasa y catalasa positivo (Romero,
2007). Los Campylobacter no oxidan ni fermentan carbohidratos. Los frotis tefildos con
tincion Gram muestran caracteristicas morfoldgicas tipicas. La reduccién con nitrato, la
produccién de sulfuro de hidrégeno, las pruebas de hipurato y las susceptibilidades a
antimicrobianos se pueden utilizar para la identificacion adicional de las especies (Brooks et
al., 2014).

1.4 Epidemiologia

El dramatico aumento en América del Norte, Europa y Australia es alarmante, y los datos de
partes de Africa, Asia y el Medio Oriente indican que la campilobacteriosis es endémica en
estas areas, especialmente en los nifios. Los factores de riesgo incluyen la avicultura como
un importante reservorio y fuente de transmision a los seres humanos, el consumo de
productos de origen animal y el agua, el contacto con los animales, y los viajes

internacionales (Kaakoush et al., 2015).

Los sintomas clinicos de las infecciones por Campylobacter son diarrea, dolor abdominal,
fiebre, dolor de cabeza, naduseas y vomitos, y suelen aparecer entre dos y cinco dias
después de la infeccion, pero el periodo puede oscilar entre uno y diez dias (WHO,
2011).
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En general, la campilobacteriosis es todavia una de las mas importantes enfermedades
infecciosas que es probable desafié a la salud mundial en los afios por venir resultando
esencial conocer los agentes que causan la enfermedad ya que pueden proporcionar

informacién epidemiolégica Util para el disefio de estrategias de intervencion.

1.5 Reservorios

La bacteria Campylobacter esta ampliamente presente en la naturaleza, siendo su principal
reservorio el tracto digestivo de mamiferos, aves domésticas y salvajes. Los principales
reservorios los constituyen las aves de corral, el ganado bovino, ovino, cerdos, roedores,
perros y gatos (WHO, 2012).

Las aves de corral comprenden el reservorio mas importante a nivel de todo el
mundo, Campylobacter spp puede ser aislado a partir del 30-100% de las aves doméstica y

de especies silvestres (Sack et al., 2001).

La mayoria de los animales de sangre caliente pueden ser colonizados por Campylobacter,
las aves silvestres y de corral son los principales hospedadores con mayor indice reportado
de C. jejuni (Wagenaar et al., 2014) a diferencia de C. coli que tiene como su reservorio

natural a los cerdos (Murray et al., 2014).

1.6 Mecanismos de transmisién

Por lo general, se cree que la via principal de transmisién son los alimentos, a través de la
carne y los productos carnicos poco cocidos principalmente la procedente de aves de corral,
la leche cruda o contaminada. El agua o el hielo contaminados son también una fuente de
infeccion (WHO, 2011).

La transmisién desde los animales a los humanos se debe principalmente al consumo y
manipulacion de alimentos de origen animal, pero también el contacto directo con los

animales colonizados puede contribuir a la campilobacteriosis humana (OIE, 2008).

El hombre se puede infectar ademas de productos alimenticios contaminados por agua poco
clorada y tras el contacto con mascotas y ganado. C. jejuni y C. coli se transmiten via fecal-
oral, pudiendo diseminarse: por contacto directo, fomites incluyendo agua y comida, y

moscas que actian como vectores mecénicos (CReSA, 2013).

La amplia distribucion de Campylobacter dificulta la elaboracion de estrategias de control a
lo largo de la cadena alimentaria. Sin embargo, en paises que han adoptado estrategias
especificas para disminuir la prevalencia de Campylobacter en aves de corral vivas, se ha
observado una reduccién similar al de los casos humanos (WHO, 2011).
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1.7 Patogenia

Campylobacter no actiia como patdégeno en el tracto intestinal de los animales (OIE, 2008).
En humanos, no obstante, Campylobacter es la causa de gastroenteritis bacteriana mas
importante a nivel mundial (WHO, 2011) siendo C. jejuni y C. coli las especies mas
importantes, seguidas de C. lari y C. upsaliensis (OIE, 2008).

Se ha documentado que personas deficientes en inmunoglobulinas (Igs), las infecciones por
campylobacterias pueden ser prolongadas, severas y recurrentes, con frecuencia
desarrollando bacteriemia y otras manifestaciones extraintestinales, tales como lesiones
cutaneas erisipeloides, osteomielitis (Cervantes & Cravioto, 2007).

Campylobacter forma parte de la normalidad intestinal de la flora silvestre, animales
domesticados y aves. De particular importancia para los seres humanos es su colonizacion
de los animales utilizados en la produccion de alimentos (Sack et al., 2001).

La infeccion gastrointestinal por lo general es autolimitada y se caracteriza por diarrea
acuosa, fiebre, dolor abdominal, calambres y retortijones. Es la infeccion mas comun que se
presenta en seres humanos (Cervantes & Cravioto, 2007).

C. jejuni se adhiere a las células del intestino delgado (yeyuno, ileo) y célon. Se multiplica e
invade las células blancas del epitelio. Elabora una toxina que destruye el epitelio mucoso,
desempefiando un dafio inflamatorio. Esta bacteria vive en el interior de los fagocitos
mononucleares por lo que la respuesta inflamatoria no logra controlar la infeccién. El
resultado de la invasion generalmente es una enterocolitis glandular, pérdida de la
produccién de mucus, abscesos de las criptas y ulceracién de la mucosa epitelial (Biberstein
& Chung, 1990).

La salud y la edad del huésped y la inmunidad humoral C. jejuni influira en el resultado

clinico después de la infeccidn (Altekruse et al 1999).

1.7.1 Factores de patogenicidad

Los factores determinantes de patogenicidad incluyen la motilidad por la presencia de
flagelos, la produccion de citotoxinas y la capacidad de invasion y adherencia que se

requieren para la union y la colonizacion el epitelio intestinal (Janssen et al., 2008).

Campylobacter posee dos flagelos bipolares que le permiten motilidad a la bacteria,
caracteristica esencial para colonizar células epiteliales en el intestino delgado. El flagelo
esta compuesto por una flagelina mayor FlaA y una menor FlaB; Posee un rol complejo en la
patogenicidad que incluye la secrecion de proteinas, esto fundamentalmente se cree ya que

las especies de Campylobacter no poseen sistemas de secrecién tipo 3 o tipo 4 (SST3 y
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SST4), que son primordiales en otras especies patdégenas entéricas (Croining et al., 2012;
Guerry, 2007).

Campylobacter spp tiene la capacidad de producir citotoxinas de distension (CDT). La toxina
CDT, estad compuesta por tres subunidades codificadas por los genes cdtA, cdtB y cdtC, que
provoca en las células eucariotas la detencion en fase G2/M del ciclo celular, evitando que

estas entren en mitosis, y en consecuencia provoca la muerte celular (Ge et al., 2008).

Un factor de importancia en la adhesién de Campylobacter a células epiteliales es la
proteina CadF que es expresado en todas las cepas de C. jejuni y C. coli y se sabe que
participa en la adhesion celular uniéndose a fibronectina (Lapierre, 2013).

El gen cadF de C. jejuniy C. coli codifica una proteina de membrana externa de 37 kDa que
promueve la union de estos patdégenos a las células epiteliales intestinales (Konkel et al.,
1999). CadF juega un rol doble, por un lado su papel en la adhesion a la célula hospedera
por unioén a la fibronectina, que esta localizada en la superficie celular y por otro lado esta
unién produce procesos de sefializacion para la adhesion los cuales conducen a la
activacion de pequefias GTPasas Racl y Cdc42 y que inducen la internalizacién de la

bacteria en la célula hospedera (Dasti et al., 2010).

En experimentos realizados en cultivos in vitro se ha demostrado que C. jejuni se une e
invade células epiteliales INT-407 mucho mas eficientemente que cepas de la especie C.
coli. La invasion por su parte, provoca inflamacién celular y cuando es acompafiada de la
produccién de citotoxinas, produce una disminucion importante en la capacidad de

absorcion del intestino, provocando el principal sintoma: la diarrea (Silva et al., 2011).
1.7.2 Factores Clinicos

El periodo de incubacién después de la ingesta de Campylobacter tiene un promedio de 24-
72h, considerandose un inoculo infectante desde 800 organismos que ha demostrado que
causa la enfermedad. Los sintomas suelen alcanzar su maxima por 24-48 horas y
desaparecen en una semana. Su forma célular y los flagelos dan a Campylobacter la
motilidad en el entorno viscoso del intestino. Los loci flagelo se asigna a los genes
adyacentes, flaA y flaB; Las mutaciones en estos genes afectan a la capacidad de C. jejuni
para colonizar el intestino, lo que indica que la motilidad juega un papel importante en la
patogénesis del organismo (Sack et al.,2001). También el lipopolisacarido (LPS), tiene
actividad endotoéxica tipica; La estructura del antigeno “O” del LPS contiene acido sialico,
semejante al de los ganglidsidos humanos, su presencia en las cepas aisladas de pacientes
con sindrome de Guillain Barré sugieren un papel en la patogenia de estas bacterias. Se ha

demostrado que las campilobacterias producen proteinas citotoxicas que pueden intervenir
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en el desarrollo clinico de la enfermedad, ademas poseen toxinas extracelulares con

actividad citopética y enterotoxinas (Cervantes & Cravioto, 2007).

1.8 Secuelas post infeccién

El sindrome de Guillain Barré y el sindrome urémico hemolitico son conocidos como las

secuelas, posterior a un proceso de campilobacteriosis (Fernandez, 2008).

1.8.1 Sindrome Guillain Barré (SGB).

La infeccion por Campylobacter se conoce ahora como la infeccion antecedente mas
identificable Unica asociada con el desarrollo de SGB. Campylobacter se cree que causa
esta enfermedad autoinmune a través de un mecanismo llamado mimetismo molecular,
mediante el cual Campylobacter contiene epitopos de gangliésidos como en el resto de
lipopolisacarido que provocan autoanticuerpos que reaccionan con los objetivos de los

nervios periféricos (Nachamkin et al., 1998).

El sindrome de Guillain Barré es la principal causa de paralisis flacida aguda, con una
incidencia mundial del 0.6 a 2.4 casos por 100,000 habitantes, con una relacién de 1.5:1
hombre/mujer. Se considera un proceso inflamatorio de los nervios periféricos con afeccién
principal de la mielina. La hipétesis principal respecto a su etiologia considera la presencia
de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos del sistema nervioso periférico posterior a la
presencia de un proceso infeccioso bacteriano o viral como consecuencia de un mimetismo
molecular y reactividad cruzada entre los antigenos bacterianos y los epitopes neuronales
con la estimulacién de células T y la produccion de anticuerpo. El tratamiento con
gammaglobulina o plasmaférisis han demostrado una eficacia similar, sin embargo se
prefiere la administracion de gammaglobulina intravenosa en pacientes pediatricos por su

seguridad. Se estima una mortalidad cercana al 15% (Mendoza & Galicia, 2010).

La identificacion de Campylobacter spp en el SGB se ha asociado a peor prondstico,
recuperacion lenta, mayor discapacidad neurolégica y mayor riesgo de recaida (McCarthy &
Giesecke, 2001).

1.8.2 Sindrome urémico hemolitico (SUH).

El sindrome urémico hemolitico es una entidad clinica y anatomopatolégica caracterizada
por presentacion aguda de dafio renal, anemia hemolitica microangiopéatica y
trombocitopenia, que puede afectar otros parénquimas como intestino, pancreas, corazén y
sistema nervioso central. Campylobacter spp también ha sido asociado a casos de SUH

(Monteverde, 2014).
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Esta enfermedad sindrémica puede presentar dos formas, una tipica de etiologia infecciosa
y de caracteristicas endemoepidémicas, que esta precedida por un periodo prodromico con
diarrea, generalmente sanguinolenta, y que puede presentar ademas fiebre, vomitos y dolor
abdominal. La forma atipica puede ser desencadenada por distintos cuadros como
neoplasias, hipertension arterial, rechazo de trasplante renal, uso de anticonceptivos orales,
drogas, post parto (Rivas et al.,2006).

1.9 Tratamiento

En su mayoria la enteritis causada por Campylobacter no requiere tratamiento ya que suelen
ser de corta duracion y autolimitados. Solamente si los sintomas son prolongados o muy
severos es necesaria la terapia. La enteritis sintomatica ha sido tratada con eritromicina
como antibidtico de elecciéon con una dosis de 500 a 250mg en adultos y de 30 a 50mg en

nifios cada seis horas (Romero & Herrera, 2002).

Otros antimicrobianos a utilizarse son las tetraciclinas, cloranfenicol, aminoglucésidos, los
macrolidos como eritromicina, azitromicina, claritromicina, roxitromicina, ademas las
quinolonas como ciprofloxacina o ofloxacina. Las fluoroquinolonas son utilizadas

frecuentemente para tratar la diarrea del viajero (Romero, 2007).

La mayoria de las personas con campilobacteriosis se recuperan simplemente tras la
administracién de un tratamiento sintomatico, reponiendo los fluidos y electrolitos perdidos,
sin necesidad de ningun tratamiento especifico (Silva et al., 2011).

1.10 Resistencia Bacteriana

Es la capacidad de una bacteria para resistir los efectos de medicamento antimicrobiano al
qgue era vulnerable. Segun la OMS la resistencia bacteriana constituye una amenaza
creciente para la Salud Publica Mundial que requiere la adopcion de medidas por parte de
todos los sectores gubernamentales y de la sociedad en general (OMS, 2015).

La aparicién de resistencia en una bacteria se produce a través de mutaciones y por la
trasmisién de material genético extracromosémico procedente de otras bacterias (Riveron et
al., 2003).

La resistencia bacteriana puede ser de tipo natural que se trasmite de generacion en
generacion con cambios en la secuencia de bases de cromosoma. En el segundo tipo de
resistencia adquirido, la trasferencia de genes se realiza a través de plasmidos u otro
material genético movible como integrones y transposones, esto no solo permite la

trasmision a otras generaciones, sino también a otras especies bacterianas. De esta forma
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una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios antibiéticos sin necesidad de haber

estado en contacto con estos (Riveron et al., 2003).

Las infecciones causadas por bacterias multirresistentes causan una amplia morbilidad y
mortalidad. Asimismo causan un mayor costo por mayor estancia hospitalaria vy
complicaciones por lo que sin una accién urgente y coordinada, el mundo se dirige hacia
una era postantibiéticos en la que infecciones corrientes y lesiones menores que hemos

tratado satisfactoriamente durante décadas pueden volver a resultar mortales (WHO, 2015).

La resistencia de Campylobacter frente a los antimicrobianos ha aumentado a lo largo de los
ultimos afos, especialmente en el caso de las fluoroquinolonas, tratamiento de eleccién en
humanos, lo que supone importantes consecuencias para la salud publica (Luber et al.,
2003).

La resistencia a los antibiéticos de Campylobacter han sido reportados y esto es reconocido
como emergente por la salud publica, el incremento mas alarmante en la resistencia es el
grupo de fluoroquinolona de los antimicrobianos. Esto se debe a que los pacientes adultos
que sufren de enfermedad gastrointestinal grave son propensos a ser tratados con una
fluoroquinolona sin confirmacién previa del diagndéstico, y si la cepa de Campylobacter es
resistente a este antibiético la duracién de la enfermedad puede ser prolongada. Una de las
principales razones para el aumento de las cepas resistentes a fluoroquinolona en los seres

humanos es el uso de estos antibidticos en aves de corral (WHO, 2000).

La resistencia a los macrélidos y fluoroquinolonas, esta mediada principalmente por
mutaciones diana cromosdmica y activacion de flujo de salida. Los objetivos involucrados
son las proteinas 23S rRNA ribosomal, L4 y L22 para macrélidos y girasa DNA A (GyrA)
para fluoroquinolonas. Especificamente, mutaciones puntuales en las posiciones 2074 y
2075 en el dominio V de la 23S rRNA han sido reconocidos como el mecanismo mas comun
para la resistencia a macrélidos en Campylobacter, mientras que un Unico punto de
mutaciéon mas comunmente que lleva a Thr-86-lle en la quinolona resistente a indicar region
de GyrA es suficiente para conferir resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas (Ge et al.,
2013).

A pesar de que el tratamiento antimicrobiano no es indicacion de rutina, en los ultimos afios
se ha hecho importante conocer su susceptibilidad dada la alta tasa de resistencia reportada

en la literatura médica (Garcia et al., 2009).

Las fluoroquinolonas, ofrecen una terapia eficaz contra la mayoria de patégenos entéricos,

para tratar diarrea bacteriana aguda, ciprofloxacino se utiliza ampliamente como profilaxis
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para los viajeros por lo que la aparicion de resistencia a estos agentes, ha hecho que su

eficiencia sea menos segura.

1.11 Diagndéstico

En humanos el diagnéstico resulta complicado pues la sintomatologia de la

campilobacteriosis es inespecifica y general de una gastroenteritis (WHO, 2011).

El uso de métodos directos para el diagnéstico de Campylobacter implicados en el analisis
esta el Gram directo, la microscopia de contraste de fase, las tinciones de Hooker y de Vago
los cuales demostraron ser (tiles para el diagndéstico de este patdgeno segun estudios
realizados en América del Sur. Ademas se incluyen el uso de medios de cultivo selectivos vy,
adicionalmente se ha utilizado el método de filtraciéon pasiva sobre agar sangre, lo que ha

permitido el aislamiento (Fernandez, 2011).

Para la recoleccion de muestras se deben obtener muestras de heces directas del recto, ya
sea con hisopo rectal o por evacuacion espontanea (Biberstein & Chung, 1990). La toma de
muestra mediante hisopado rectal tiene la misma eficiencia en el aislamiento de
Campylobacter que la muestra obtenida por emision fecal espontanea (Fernandez, 2011). El
transporte de las muestras de heces hasta el laboratorio puede realizarse en recipientes
convencionales si se prevé que lleguen en el mismo dia al laboratorio, en cambio, si tardan
mas de un dia, las heces deben introducirse en un medio de transporte como el medio Cary

Blair y mantenerse en refrigeracion (Bolton, 2001).

Las muestras de materia fecal pueden ser examinadas a través de la realizacién de frotis de
heces tefiidos con Gram utilizando fucsina fenicada (carbolfucsina) como colorante de
contraste, debido a que este no se tifie bien con Safranina (Biberstein & Chung, 1990). La
observacion en microscopio Optico de bacilos Gram negativos finos y curvos caracteristicos
de Campylobacter que presentan gran motilidad en forma circular o de sacacorchos nos

permite un diagndstico presuntivo rapido.

Para obtener un aislamiento exitoso de Campylobacter a partir de las heces, va a depender
del uso de medios selectivos, la incubacion a temperatura ambiente (42°) y la atmosfera
apropiada de incubacion (oxigeno al 5%, CO- al 10%, y nitrégeno al 85%). La técnica de
filtracion de membrana que se utiliza con placas de agar sangre no selectiva es tan eficaz
como el uso de medios selectivos para el aislamiento de especies de Campylobacter
termofilas (Winn et al.,2008).

Se realiza mediante la siembra directa en un medio selectivo, que contiene nutrientes y

antibiéticos capaces de inhibir el crecimiento de la flora del intestino. Entre los medios mas
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utilizados se encuentran el agar Preston, el carbon cefoperazona desoxicolato (CCDA) y el
agar Butzler (Silva et al., 2011).

La identificacién de Campylobacter se lleva a cabo mediante la descripcion de la morfologia
de la colonia, la tincién de Gram, la motilidad y pruebas bioquimicas como la de la oxidasa,
catalasa o hidrélisis del hipurato (Butzler, 2004). La hidrdlisis del hipurato permite determinar
la capacidad enzimatica de un microorganismo para hidrolizar el hipurato de sodio a &acido
benzoico y glicina por la accion de la enzima hipurato hidrolasa también conocida como
hipuricasa (MacFaddin, 2003).

La PCR es otro método eficaz para la confirmacion de los resultados pues las reacciones
fenotipicas pueden ser variables y dificiles de leer (Silvia et al., 2011). La eficiencia de la
identificacion bioquimica es solo del 34% en comparacion al 100% que se obtiene por PCR
(Denis et al., 1999). Actualmente se han descrito diversos cebadores capaces de unirse de
forma especifica a diferentes genes permitiendo la identificacion de distintas especies de
Campylobacter en un solo dia (Butzler, 2004).
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CAPITULO II

METODOLOGIA
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2.1 Muestreo

Se evalu6 174 muestras de heces provenientes de pacientes menores a 12 afios del
Hospital Manuel Ygnacio Montero de la ciudad de Loja, durante el periodo abril — junio del
2016. Las muestras fueron trasladadas a temperatura ambiente, y analizadas en el
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica Particular de Loja.

2.1.1 Identificacién fenotipica de especies de Campylobacter spp.

El método de detecciobn de Campylobacter termotolerante consisti6 en un proceso

estandarizado y especifico para este microorganismo.
2.1.1.1 Siembra e incubacién de Campylobacter spp.

Para la siembra se utilizé el medio de cultivo selectivo para Campylobacter compuesto por
base de agar sangre suplementado con 5% de sangre y 5% de antibiético Butzler (Anexo
1).

La incubacion se la realizé en condiciones de microaerofilia con 5% de O, y 10% de CO-

proporcionado por CampyGen™ durante 48h a 42°C.
2.1.1.2 Aislamiento e identificacién de Campylobacter spp.

El aislamiento de Campylobacter se lo realizé a partir del crecimiento de las colonias
grisaceas no hemoliticas que van en continuidad con el estriado del cultivo primario, e

identificAndolas por su morfologia caracteristica con la tincién de Hucker (Anexo 2).

Mediante la resiembra de las colonias por estriado de cuadrantes se traté de obtener las
colonias puras sin contaminacién bacteriana (Figura 1).

Figura 1. Colonias tipicas de Campylobacter spp.
Fuente: El autor
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También se realiz6 el método de filtracibn (Anexo 3), usando papel filtro Milipore 0.45um

para evitar la presencia de flora acompafiante en las cepas del crecimiento bacteriano.
2.1.2 Identificacién Bioquimica.

Se procedié a usar la prueba de hidrélisis del hipurato (Anexo 4), para identificar y
diferenciar las cepas de C. jejuni y C. coli, tomando como referencia la aparicién de un color
purpura intenso que pondra de manifiesto la presencia de glicina, como resultado positivo
para C. jejuni. Si el hipurato no se hidroliza a glicina, tras la adicion del reactivo ninhidrina no
habra cambio de color, dando un resultado de la prueba negativa perteneciendo a la especie
de C. coli (Figura 2).

Positivo

Figura 2. Prueba de hidrdlisis del hipurato.
Fuente: El autor

Luego de obtener los cultivos puros en el medio se crioconservé las cepas positivas (Anexo

5), a -80°C en los tubos CRIOBANK™ para que permanezcan genéticamente estables.

2.1.3 Identificacion molecular.

Para la identificacion molecular se realiz6 PCR-Multiplex previa extraccion de ADN de las

cepas bacterianas usando el Kit comercial The Wizard® Genomic DNA (Anexo 6).

La PCR mdltiple permiti6 confirmar las especies de Campylobacter spp. caracterizadas
fenotipicamente y resultd util para la identificacion de aislamientos con resultados de dificil

interpretacion en la prueba de hidrdlisis del hipurato.
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Se realiz6 PCR Multiplex (Anexo 7) siguiendo los protocolos estandarizados por Yamazaki
et al., 2007. Los productos de PCR fueron distinguidos por una diferencia en el tamafio

mediante electroforesis (Anexo 8) en gel de agarosa al 1.5% (Yamazaki et al.,2007).

Tabla 1. Secuencia de primers usados para PCR Multiplex.

Especie Tamafio Gen Primer Secuencia
Género 816pb 16S C412F 5-GGA TGA CAT TTT TGG GAG C-3
Campylobacter Rrna C1228R 5-CAT TGT AGC ACG TGT GTC-3
C. coli 502pb Askt CC18F 5-GGT ATG ATT TCT ACA AAG GGA G-3

CC519R 5-ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTG-3

C. jejuni 162pb cjo4148 C-1 5-CAA ATA AAG TTA GAG GTA GAATGT-3
C-3 5-CCATAA GCACTAGCT AGC TGAT-3

Fuente: Yamazaki et al.,2007

2.1.4 Sensibilidad Bacteriana.

Se us6 el método de difusion en disco (Anexo 7), en agar Muller Hillton suplementado con
sangre humana al 5% (Anexo 8) para determinar la sensibilidad bacteriana de

Campylobacter siguiendo las recomendaciones del EUCAST 2016.

Los discos de antibitticos utilizados fueron ciplofloxacina (CIP-5ug), amoxicilina - &cido
clavulanico (AMC 20/10ug), ampicilina (AMP-10ug), gentamicina (GM-10ug) y eritromicina
(ER-15u09).

Tabla 2. Puntos de sensibilidad de discos frente a Campylobacter spp.

Antibiético Sensible S 2 Resistente R <
Ciprofloxacina 26 26
Amoxicilina / 19 14

Acido clavulanico

Gentamicina 17 17
Eritromicina 20 20
Ampicilina 19 14

Fuente: EUCAST/SFM/CA-SFM, 2016.
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CAPITULO 1lI

RESULTADOS Y DISCUSION
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En el estudio realizado se recolecto 174 muestras en nifios con y sin diarrea del Hospital
Manuel Ygnacio Monteros en la ciudad de Loja, con edades entre un mes a 12 afios; Dichas
muestras fueron objeto de un proceso microbioldégico mediante el cual se pudo establecer la

prevalencia de Campylobacter.

Tabla 3. Frecuencia de aislamiento de Campylobacter spp y especies durante el periodo abril-
junio 2016 en el Hospital Manuel Ygnacio Monteros.

Numero de Cepas Especies
Muestras Positivas Porcentaje
C.jejuni C. coli
174 9 5.2% 8(89%) 1(11%)

Fuente: El autor.

De las 174 muestras analizadas, se encontr6 una frecuencia de aislamiento del 5.2% (9/174)
(Tabla 3) del género Campylobacter spp. perteneciendo el 89% a la especie C. jejuniy 11%

a C. coli.

La campilobacteriosis es la enfermedad entérica bacteriana mas comun en paises en vias
de desarrollo como el nuestro donde se desconoce, puesto que el sector de salud no lleva

un control diagnéstico de las enfermedades diarreicas.

En frecuencia porcentajes similares se encontrdé en un estudio realizado en Uruguay 5.9%
(Notejane et al., 2015), Bolivia 4.1% (Denno et al., 2005) en pacientes ambulatorios. En
Argentina se reporté una frecuencia del 3.2% presente en nifios menores de 5 afios con
enfermedad diarreica aguda los cuales estaban asociados a condiciones como:
hospitalizacién, deshidratacién, desnutricion y fiebre en la mayoria de pacientes. Se obtuvo
una tasa de aislamiento sin diferencias con respecto a: sexo, nivel socioeconémico y estado
nutricional de los nifios, evidentemente no existe ningun tipo de relacion (Notario et al.,
1993). Valores menores se encontrd en Chile con prevalencia de 2.1% (Rivera et al., 2011)

es importante mencionar que se han tomado diversas medidas de prevencion y control.

En dos comunidades ecuatorianas se report6 datos de 5.5% en Guamani (Quito) y 1.3% en
Borbén (Esmeraldas) (Vasco et al., 2014), en una investigacion realizada en Loja muestra

porcentaje de 6.8% (Narvaez, 2015) de frecuencia de aislamiento para Campylobacter.

Cifras mayores se presentaron en otros paises, como es el caso de Peru en el afio 2002 con
prevalencia del 13.3% (Perales et al., 2002) la cual aumento6 en el 2010 a 18,6% (Ochoa et

al., 2010) cifra alarmante en pacientes pediatricos menores a dos afios en zonas
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periurbanas que presentaban cuadros diarreicos. En Venezuela los informes reportados,
notifican que la prevalencia de Campylobacter es de 13% (Urrestarazu et al., 1999). En la
Pampa (Argentina) se aislo 15.29% de Campylobacter spp. en pacientes que convivian con
animales (perros, gatos y pollos) en los que se detect6 este patdgeno sugiriendo la posible
exposicion a una misma fuente de infeccion a través de la alimentacion, o bien, la

transmisién de Campylobacter entre los pacientes y sus mascotas (Tamborini et al., 2012).

Cabe mencionar que en este estudio las muestras positivas en el 67% fueron no diarreicas
confirmando el hallazgo frecuente de portadores sanos en paises sudamericanos,
relacionados con bajas condiciones de saneamiento basico, estos promueven mayormente
las oportunidades de transmision de las especies diarrogénicas de Campylobacter,

primordialmente a nifios de temprana edad (Fernandez, 2011).

Los 9 pacientes cuyos aislamientos fueron positivos para Campylobacter spp, el 78% eran
menores de 4 afios, demostrando que existe mayor probabilidad de que la bacteria se
presente en este grupo etario. Los paises en desarrollo han realizado numerosos estudios
los cuales ayudaron a definir que las infecciones por Campylobacter, y en particular C.
jejuni, son mas frecuentes en nifios menores de 5 afios (ISP, 2014). De igual manera un
estudio realizado en Argentina con 50 pacientes cuyos aislamientos fueron positivos para

Campylobacter spp., el 78 % eran menores de 4 afios (Tamborini et al., 2012).

La identificacion de especies de Campylobacter fue realizada mediante pruebas bioquimicas
y confirmada por PCR (Figura 3). C. jejuni es la especie mas cominmente involucrada en
enfermedades diarreicas, responsable del 80 - 85% de las infecciones entéricas (Hernandez
et al., 2011) tanto en los paises industrializados como en paises en vias de desarrollo sin
diferir por estratos los signos y sintomas clinicos (Fernandez, 2011), C. coli es un patégeno
humano importante responsable de 5% a 15% de los casos de enterocolitis causadas

por Campylobacter spp (Gaudreau et al., 2008).

Se encontré un porcentaje de 89%(8) para C. jejuni datos similares a los encontrados en un
estudio en la regién de Loja 91,7% (Narvaez, 2015), Canada 90,9% (Levesque et al., 2013),
Perd 82,9% en un periodo de diez afios (Pollett et al., 2012) y Espafia 80,2% (RNVE, 2012).
Ademas concuerda con datos otorgados por el ISP de Chile al presentarse con 79,2% (ISP,
2014), Brasil 78,6% (Rivera et al., 2011), en dos comunidades ecuatorianas 66,7% (Vasco et
al., 2014) y Bolivia 63% (Orrieta, 2009). Se presentan cifras mayores en Argentina 96%
(Tamborini et al., 2012) y Chile 100% (Rivera et al., 2011) datos que hacen constancia que
es la especie mas predominante involucrada en las enfermedades diarreicas producidas en

pacientes pediatricos ademas confirma que C. jejuni ha sido la causa mas frecuente de
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diarreas infecciosas agudas, superando las infecciones causadas por Salmonella spp y

Shigella spp (Hernandez et al., 2011).

M CC CJ ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 B

Género
Campylobacter
C. coli 502pb 816pb
C. jejuni 162pb

Figura 3. Campylobacter spp determinadas por PCR-MULTIPLEX.

M: Marcador de peso molecular de 100 pb, C.J: C. jejuni, C.C: C. coli, M1-9:
muestras, B: blanco.

Fuente: El autor.

En la especie de C. coli se reportdé 11%(1), en estudios realizados describen resultados
similares a los obtenidos, es el caso de Perl con 11,9% (Pollett et al., 2012) de muestras
positivas para C. coli datos que concuerdan con Chile 15,2% (ISP, 2014) cifra
considerablemente mayor debido a que el analisis menciona que se lo efectu6 en diversos
sectores rurales y urbanos. Cifras menores se hall6 en un estudio previo en Loja 8.3%
(Narvaez, 2015), Canada 5% (Levesque et al., 2013), Espafia 4,1% (RNVE, 2012),
Argentina 4% (Tamborini et al., 2012) tomando en consideracién que los pacientes eran
menores de 4 afios tales divergencias pueden deberse al nimero limitado de casos en este
grupo de edad. En Concepcion (Chile) no se reporté C. coli en las muestras humanas en
nifios de 0 a 14 afos (Rivera et al.,2011) destacando el hecho de no encontrar cepas de C.
coli y una baja prevalencia de Campylobacter como género.

Porcentaje mayor presentd Bolivia con 30% (Orrieta, 2009) y en otros estudios de nuestro
pais con 33.3% (Vasco et al.,, 2014) es posible que exista una vinculacion del medio
ambiente y el consumo de alimentos con la mayor frecuencia de aislamiento para C. coli

como agente de diarrea en esta region.
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Figura 4. Porcentaje de resistencia/sensibilidad a 6 antimicrobianos en Campylobacter spp aislados
del HMYM durante el periodo abril-junio 2016.

CIP: ciprofloxacina; AMC: amoxicilina/dcido clavulanico; GM: gentamicina; E: eritromicina; AMP:
ampicilina; R: resistente; S: sensible

Fuente: El autor.

El andlisis de susceptibilidad antibibtica reveldé que las cepas de Campylobacter presentan
resistencia para ciprofloxacina 67%, ampicilina y amoxicilina-acido clavulanico 11% mientras
que demostraron sensibilidad de 100% para gentamicina y eritromicina (Figura 4) siendo

estos los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de la campilobacteriosis.

La resistencia presentada por ciprofloxacina concuerda con Argentina 65% (Tamborini et
al.,2012), Peru 72.6% (Pollett et al., 2012), ademas con dos localidades en Chile 32,24%
(Garcia et al., 2009) y 33,3% (Rivera et al., 2011). Es importante mencionar que los niveles
de resistencia a ciprofloxacina esta presente en cepas aisladas principalmente de pacientes
pediatricos en los cuales no se utilizan quinolonas como tratamiento empirico de diarrea. El
aumento de la resistencia de Campylobacter a las quinolonas va en aumento con la
introduccion de estos farmacos en la industria avicola, principalmente enrofloxacina, cuyo
metabolito activo es ciprofloxacina (Garcia et al., 2009) una situacién fehaciente, ya que el
consumidor es considerado el eslabon final en la cadena de producciéon de carne de pollo,
tiene gran parte de la responsabilidad en cuanto a la proteccion de contaminacion cruzada
en los alimentos en general y especificamente de la carne de pollo la cual ha mostrado un

mayor indice de prevalencia.

Dato alarmante es el de Espafia con 89% donde los nifios en su mayoria presentaban una
situacion de inmunodeficiencia como enfermedad de base (Gonzalez & Sanz, 2013) por lo
gue CIP no seria una opcién terapéutica apropiada para utilizarse en el tratamiento empirico

de Campylobacter spp.
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En los resultados obtenidos de la sensibilidad en eritromicina y gentamicina fueron del 100%
siendo similares con los publicados en Chile (Garcia et al., 2009; Gatica, 2013) con el mismo
porcentaje de sensibilidad reportado en ambos farmacos. Con lo que respecta a eritromicina
otros autores corroboran nuestros resultados como en Peru (Pollett et al., 2012) donde
ninguna de las cepas evaluadas presento resistencia. Este farmaco sigue siendo utilizado en
nuestra poblacion como primera eleccion para el tratamiento de aquellas diarreas graves
causadas por Campylobacter spp en concordancia con otros informes registrados en otras
partes del mundo (Tamborini et al., 2012). Una cifra mayor a la sucitada de la resistencia de
Campylobacter frente a eritromicina fue en dos estudios en Espafia del 5% (Gonzalez &
Sanz, 2013) y 3.7% (Garcia et al., 2003) afectando preferentemente a pacientes pediatricos
los cuales presentaban cuadros con inmunodeficiencia como factor predisponente. La
literatura médica describe como baja la resistencia a macrélidos (eritromicina) (Rivera et al.,
2011).

En cuanto a la tasa de resistencia a gentamicina durante el periodo estudiado es igual a la
referida en distintos trabajos, que hacen referencia a dos analisis en Argentina a diferentes
casas de salud (Lucero et al., 2006; Tamborini et al., 2012) sin encontrar ningun caso de

resistencia.

La creciente prevalencia de Campylobacter spp resistentes a fluoroquinolonas y macrélidos
es preocupante, ya que estas son las dos clases de antibiéticos normalmente utilizados para
tratar la campilobacteriosis, con pocas opciones terapéuticas orales alternativos disponibles
(Pollett et al., 2012).

En los resultados obtenidos en la presente investigacion ampicilina present6 una resistencia
del 11% indicador bastante alto en comparacion a publicaciones hechas en Espafia 4.9%
(Garcia et al., 2003), Argentina 3,6% (Lucero et al., 2003), y en Chile 1,4% (Garcia et
al.,2009) debiendo considerar que estos estudios no se centraban en pacientes pediatricos.
En Canada se comunic6 una resistencia del 20% (Lachance et al., 1991) siendo superior al

porcentaje obtenido en nuestro estudio.

El antibiético combinado amoxicilina/acido clavulanico evidencié una resistencia del 11%, en
Argentina no hubo resistencia en ningin caso de campilobateriosis (Lucero et al., 2006) al
igual que Espafia (Garcia et al., 2003; Amselem et al., 2004; Bascufiana et al., 2011) frente
a este beta-lactamico que hace necesario un llamado de atencion en el uso de

antibioticoterapia.

A partir de la década de los 90, la resistencia de Campylobacter spp a fluoroquinolonas se

ha incrementado rapidamente en diferentes paises reconociéndose como un problema
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emergente de salud publica siendo coincidente con la aprobacién del uso de quinolonas
fluoradas en aplicaciones veterinarias, especialmente con su empleo en tratamiento de
infecciones respiratorias aviares. Este uso puede facilitar el desarrollo de resistencia
antimicrobiana entre aislados en el reservorio animal y la acumulacion de antimicrobianos a
través de la cadena alimentaria con serias implicaciones en el tratamiento de la

campilobacteriosis en humanos (Gonzalez & Sanz, 2013).

Debido a la importancia del tratamiento terapéutico antibiético para la gastroenteritis
bacteriana son primordiales los resultados obtenidos en este estudio porque mantienen
actualizadas las distintas resistencias bacterianas.
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CONCLUSIONES

De las 174 muestras analizadas el 5,2% (9) resultaron positivos al género de
Campylobacter termotolerantes.

Las edades que se evaluaron estan entre los 0 y 12 afios presentdndose en un 78% en
edades menores a 4 afos.

Las especies de Campylobacter encontradas fueron C. jejuni 89% (8) mientras que C.
coli 11% ().

La actividad antimicrobiana determind la resistencia a ciprofloxacina del 67%, ampicilina
y amoxicilina-acido clavuldnico 11%, mientras que eritromicina y gentamicina

presentaron 100% de sensibilidad.
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ANEXO 1. PREPARACION DE MEDIO SELECTIVO PARA CAMPYLOBACTER.
Volumen final: 500m| de medio

s Esterilizar el area de trabajo, manteniendo la asepsia nhecesaria para evitar
contaminacion.

« Basandose en las etiquetas de cada frasco pesar 12.5g de agar nutriente 2 Oxoid
Blood, 8g de agar — agar y 5g de extracto de levadura.

+«» Disolver en 470ml de agua destilada agitando para que exista homogenizacion.

¢ Ajustar el pH a 7 con acido clorhidrico al 20% o Hidréxido de Sodio segun convenga.

< Autoclavar el medio a 121°C y 1 atmosfera durante 20 minutos.

< Adicionar 5ml de agua estéril al vial, para reconstituir el antibiético Campylobacter

Selective Butzler.

7
0.0

Cuando el medio alcance la temperatura de 50°C agregarle el antibidtico
reconstituido y 25ml de sangre humana.

7
0.0

Verter en las cajas bipetri evitando la formacién de burbujas.

7
0.0

Rotular con la fecha y almacenar de forma invertida en refrigeracion a 4°C.

.0

¢+ Una caja colocar en la estufa a 37°C por 24h como control general del medio.

Figura 5. Medio Selectivo Butzler.
Fuente: El autor.
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ANEXO 2. TINCION DE HUCKER.

7
°

Realizar un extendido de las colonias sospechosas del cultivo en un portaobjetos.
Fijar la muestra con calor.

7
°

7
°

Colocar una gota de reactivo de Hucker y una de bicarbonato de sodio al 1% a la vez
y dejar de 2-3 minutos.

7
°

Lavar con agua corriente y dejar secar.

7
°

Observar las caracteristicas tintoriales en la placa con aceite de inmersién en el lente
de 100x.

«,

Figura 6. Tincién de Hucker.
Fuente: El autor.

ANEXO 3. FILTRACION DE COLONIAS

7
L4

Tomar con un asa estéril las colonias presuntamente contaminadas del cultivo.

7
L4

Colocar en 1ml de agua destilada y someter a vortex.

7
L4

Poner el papel filtro mili pore con una pinza metalica sobre el medio selectivo y
colocar 150ul de la disolucion

3

S

Esperar aproximadamente 30min y retirar el papel mili pore.

7
L4

Incubar en un ambiente de anaerobiosis a 42°C.

= GV

Figura 7. Filtracién en papel milipore.
Fuente: El autor.
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ANEXO 4. HIDROLISIS DE HIPURATO

7
0’0

Ciertas cepas son capaces de hidrolizar el hipurato de sodio. La produccion de
hipuricasa resulta en la hidrdlisis del hipurato de sodio con la formacion de benzoato
de sodio y glicina.

Anadir 400ul de medio hipurato de sodio al 1% en un tubo esterilizado.

Inocular el tubo con tres asadas del microorganismo puro y someter a vortex para
homogenizar la muestra.

Incubar durante 2h en bafio maria a 37°C temperatura constante.

Agregar 200ul de ninhidrina y dejar durante 10 minutos a 37°C.

Interpretar los resultados

Positivo: aparicion de un color parpura intenso.

Negativo: no habra cambio de color en la muestra.

Figura 8. Hidrolisis del hipurato.
Fuente: El autor.

PREPARACION DE HIPURATO DE SODIO

Volumen final: 2100ml

% Pesar 1g de hipurato de sodio.

7
0.0

Diluir en 100ml de agua destilada.

% Mantener en refrigeracion a 4°C.

PREPARACION DE NINHIDRINA (100ml)

3

.0

.0

o

K/
0’0

Pesar 3.5 g de ninhidrina.
Disolver en 50 ml de acetona y 50 ml de butanol.
Conservar en un frasco &mbar a 4°C.
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ANEXO 5. CRIOCONSERVACION

+ Esterilizar la cabina de flujo con alcohol al 70% y 20min con luz UV.

+ Rotular los tubos criobank a utilizarse.

%+ Tomar con un hisopo el cultivo puro del medio.

+« Inocular dentro del tubo criobank con fluido y entre las perlas porosas.

« Cerrar y agitar manualmente invirtiendo el tubo, luego dejar reposar por 20 minutos.
« Extraer la glicerina con una micropipeta.

+ Se almacena en Frezzer a una temperatura de -80°C.

"

e
MM

— P24

-

Figura 9. Crioconservacion para Campylobacter
Fuente: El autor.

ANEXO 6. EXTRACCION DE ADN BACTERIANO

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

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

¢ Anadir 600ul de Nuclei Lysis Solution. pipetear suavemente hasta que se vuelven a
suspender las células.

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

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

e Incubar a 37 °C durante 15-60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura ambiente.

e Agregar 200ul de Protein Precipitation Solution al lisado celular tratado con RNasa.

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

e Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos.

¢ Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 3 minutos.
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Transferir el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo de 1,5 ml de
microcentrifuga limpio que contenga 600ul de isopropanol a temperatura ambiente.
Nota: Algunos sobrenadante puede permanecer en el tubo original que contiene los
pellets de proteina. Dejar este liquido residual en el tubo para evitar la contaminacién
de la solucion de ADN con la proteina precipitada.

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

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

Vierta cuidadosamente el sobrenadante y drene el tubo sobre papel absorbente
limpio. Anadir 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. Y 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 ul de solucién de rehidratacion de ADN en el tubo y rehidratar el ADN
mediante incubacioén a 65 ° C durante 1 hora. Periédicamente mezclar la solucion
golpeando suavemente el tubo. Alternativamente, rehidratar el ADN mediante la
incubacion de la solucién durante la noche a temperatura ambiente o a 4 ° C.
Almacenar el ADN a 2-8 ° C.

rd® Genomic DNA
Purification Kit

Arr2S

Figura 10. Kit de extraccion de ADN.
Fuente: El autor.
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Tabla 4. Mix para PCR muiltiple.

ANEXO 7. PCR MULTIPLEX PARA IDENTIFICACION DE CAMPYLOBACTER

Componentes 1X (ul) 10X(ul)
Buffer 5,00 50,00
dNTPs 0,50 5,00
Cl2mMg 1,50 15,00
Primers:
C412F 0,05 0,50
C1228R 0,05 0,50
C-1 0,05 0,50
C-3 0,05 0,50
CC18F 0,05 0,50
CC519R 0,05 0,50
CUGLF 0,05 0,50
CU146R 0,05 0,50
MG3F 0,05 0,50
CF359R 0,05 0,50
CLF 0,05 0,50
CLR 0,05 0,50
HYO1F 0,05 0,50
HYOFET235R 0,05 0,50
Taqg 0,125 1,25
H20 16,17 161,7
DNA 1,00
25,00 240,0
Volumen Final 250,0
Elaborado por: El autor
Etapas del termociclador
Tabla 5. Condiciones de PCR.
Condiciones: Temperatura (°C) Tl_empo N° ciclos
(minutos)
Desnaturalizacién inicial 94 15 1
Desnaturalizaciéon 94 0,5
Anillamiento 54 15 30
Extension 72 1
Extension final 72 7 1

Elaborado por: El autor
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ANEXO 8. ELECTROFORESIS

Pesar 0,525 g de agarosa UltraPureTM.

La cantidad pesada la disolvemos con 11.5ml de Red y buffer 3.5ml TBE 10X en un
vaso de precipitacion de 100 ml.

Calentar en microondas por tres ciclos de 20 segundos.

Dispensar en el soporte del gel.

Poner las peinetas para la formacion de pocillos hasta que solidifique el gel.

Extraer la peineta una vez que solidifique el gel y colocarlo en la cubeta de
electroforesis y llenarla con buffer TBE 1X.

Afadir las muestras incluido el marcador de peso molecular, el blanco y los controles
de C. jejuniy C. coli.

Tapar la cubeta y correr las muestras a 120Volt y 300mA durante 40min.

Se revela el gel mediante luz UV en el transiluminador UV labnet.

R

Figura 11. PCR Multiplex.
Fuente: El autor.

ANEXO 9. METODO DE DIFUSION EN DISCO.

7
°

7
°

K/
L4

K/
L4

En un tubo esterilizado colocar 1ml de suero fisiolégico.

Tomando con un asa las colonias puras inocular y colocar en el tubo hasta obtener
una turbidez de 0.5 en la escala de McFarlan.

Homogenizar la muestra dando vortex.

Sembrar con un hisopo estéril que se empapa con el cultivo, por estriado continuo en

agar Muller Hilton suplementado con 5% de sangre.

45



% Colocar los seis discos antibidticos: acido nalidixico, ciplofloxacina, amoxicilina -
acido clavulanico, ampicilina, gentamicina y eritromicina.

s Incubar a 42°C durante 48h en recipiente de anaerobiosis con un parche
campyGen™,

% Inspeccionamos los resultados midiendo sus halos y determinando su sensibilidad o

resistencia.

Figura 12. Antibiograma
Fuente: El autor

ANEXO 10. PREPARACION MEDIO MULLER HILLTON (1000ml)

s Pesar el medio deshidratado Muller Hillton (OXOID) y extracto de levadura de
acuerdo a las especificaciones de la etiqueta.

% Suspender en agua destilada hasta los 970ml y homogenizar el medio.

% Ajustar a un pH neutro de 7.

% Esterilizar en el autoclave a 121°C.

«» Enfriar a 45-50°C y afadir 5% de sangre humana.

% Dispensar en cajas Petri de 100mm de diametro, a una profundidad de 4mm.

% Rotular y conservar a 4°C de forma invertida.
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