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RESUMEN

Campylobacter es una bacteria zoondtica de transmision alimentaria causante de
gastroenteritis, responsable del 5 al 14% de casos de diarrea a nivel mundial afectando
principalmente a niflos y personas inmunodeprimidas. Considerando su importancia dentro
del diagnostico clinico en el presente estudio se determiné la prevalencia de especies
termotolerantes de Campylobacter (C. jujuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis) en nifios con y
sin diarrea del Hospital Manuel Ygnacio Monteros durante el periodo septiembre a diciembre
del 2014. Se recolecté 176 muestras de materia fecal de las cuales el 6,8%(12) fueron
positivas para Campylobacter. Entre las especies aisladas C. jejuni represento el 91,7%(11),
C. coli 8,3%(1), mientras C. lari y C. upsaliensis no registraron datos. Al evaluar la actividad
antimicrobiana de 6 drogas frente a Campylobacter se encontrd una resistencia 91,7% para

ciprofloxacina y tetraciclina.

Por lo tanto la determinacién de prevalencia de las especies termotolerantes de
Campylobacter en nuestra localidad brinda valiosa informacién epidemiologica de

consideracion clinica y sienta precedentes para futuras investigaciones.

PALABRAS CLAVE: Campylobarter, C. jejuni, C. coli, campilobacteriosis.



ABSTRACT

Campylobacter is zoonotic bacteria are a major cause of foodborne diarrhoeal illness in
humans of 5 to 14% of cases and are the most common bacteria that cause gastroenteritis
worldwide affecting mainly children and immunosuppressed individuals. Given its importance
in the clinical diagnosis in Manuel Ygnacio Monteros Hospital during the period september to
december 2014 was determined the prevalence of thermotolerant Campylobacter species (C.
jejuni, C. coli, C. lari and C. upsaliensis) in children with and without diarrhea. Were collected
176 stool samples of which 6.8% were positive for Campylobacter. Among the isolated species
C. jejuni represented 91.7%(11); C. coli 8,3%(1) whereas C. lari and C. upsaliensis no
recorded data. In evaluating the antimicrobial activity of six drugs to 91.7% Campylobacter

resistance to tetracycline and ciprofloxacin it was found.

Therefore the determination of prevalence of thermotolerant Campylobacter species in our
town provides valuable epidemiological data of clinical consideration and gives precedents for

future research.

KEYWORDS: Campylobarter, C. jejuni, C. coli, campylobacteriosis.



INTRODUCCION

La campilobacteriosis es una infeccion causada por el género Campylobacter, las especies
termotolerantes: C. jejuni, C. coli, C lari y C. upsaliensis son responsables de enfermedades
gastrointestinales en humanos. Son bacterias zoonéticas de distribucion mundial, gram
negativas, microaerofilas en forma curva como alas de gaviota y tienen un crecimiento éptimo
a 42°C. La infeccion causada por Campylobacter esti asociada con la ingestion de alimentos
contaminados. La enfermedad en los seres humanos causa diarrea acuosa, moderada y
autolimitada, pero puede producir disenteria sangrienta con moco y células blancas, seguida
por dolor de cabeza y abdominal, fiebre, nauseas y vomito. La campilobacteriosis es una de
las principales causas de enfermedades diarreicas de transmision alimentaria en el mundo
entero. En los paises desarrollados como en vias de desarrollo provocan mas casos de diarrea
gue Salmonella (WHO, 2011).

El principal reservorio de Campylobacter spp. son las aves de corral, en los Ultimos afios a
nivel mundial el consumo de carne de pollo y sus subproductos se ha indicado como
responsable de un alto nimero de casos de campilobacteriosis en la poblacibn humana
especialmente en pacientes con el sistema inmunolégico comprometido (Arturo & Silva, 2007).
No obstante, todos los casos de campilobacteriosis no pueden ser explicados por el consumo
de carne de pollo. Estas bacterias se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
reconociéndose como portadores naturales a una gran variedad de animales de consumo
humano como ganado bovino, porcino, ovino entre otros, a mas de esto, los animales de
compafiia como los de vida silvestre representan una fuente importante de infeccion por

Campylobacter (Collado, Gutiérrez, Gonzalez, & Fernandez, 2013).

The Global Burden of Diseases sefiala que el porcentaje que ocupa Campylobacter frente al
total de enfermedades diarreicas a nivel mundial es de 8,4%, representando el cuarto lugar

por debajo de rotavirus, fiebre tifoidea y criptosporidiosis (Murray et al., 2013).

En los paises industrializados los casos de campilobacteriosis a menudo superan a los de la
salmonelosis siendo mas frecuente en los meses de verano, viéndose afectados todos los
grupos étnicos de ambos sexos. En Estados Unidos en el 2012 la Red de Vigilancia de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos estimdé una recurrencia de 14,3 casos de

campilobacteriosis por cada 100.000 habitantes.

The Centers of Disease Control and Prevention estima que la campilobacteriosis afecta a mas
de 1,3 millones de personas cada afo, siendo el grupo de edad mas afectado los nifios

menores de 5 afios y los adultos jévenes; aunque la infeccion por Campylobacter cominmente
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no causa la muerte, se ha estimado que alrededor de 76 personas con infecciones por
Campylobacter mueren cada afio (CDC, 2012).

Por su parte la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) estima que C. jejuni es el
agente causal de hasta el 15% de los casos de diarrea en lactantes de todo el mundo, sin
embargo debido a que este patdgeno se encuentra en muchos pacientes asintométicos se

desconoce el verdadero porcentaje de casos (Bhan et al., 2008).

En nuestro pais los datos sobre la presencia de Campylobacter spp, son escasos. En un
estudio realizado en el 2014 en dos comunidades ecuatorianas encontraron una prevalencia
de 5,5% y 1,3% en Guamani y Borbdn respectivamente. Lastimosamente en la mayoria de
los paises en vias de desarrollo la campilobacteriosis no es de notificacién obligatoria, con la
consecuente subestimacion de su importancia clinica. En los laboratorios clinicos no es un
patdgeno de aislamiento rutinario para el diagndstico de gastroenteritis de origen bacteriano
como Salmonella y Escherichia coli debido principalmente a la falta de recursos y de personal

capacitado.

La infeccibn por Campylobacter representa en la actualidad un problema creciente
pudiéndose convertir en una enfermedad endémica de los paises en vias de desarrollo. Un
diagnostico oportuno permitiria la instauracion de un tratamiento adecuado, evitando la
evolucion de especies antibioresistentes y la reduccion del grupo portador asintomético que
actualmente es una importante fuente de contagio. Lastimosamente en nuestro pais la
Direccion Nacional de Vigilancia y Control Sanitario no cuenta con normativas ni politicas para
la vigilancia de Campylobacter mucho menos ha instaurado este género dentro del sistema

de alertas sanitarias.

La falta de datos sobre prevalencia y distribucion de las especies de Campylobacter dificultan
establecer fuentes de contagio y sefialarlas como causalidad de morbilidad en nifios; por lo
anteriormente expuesto y conociendo que en Loja no existe informacion epidemioldgica de
las especies termotolerantes de Campylobacter el presente estudio pretende establecer la
prevalencia de las especies termotolerantes C. jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis en nifios
cony sin diarrea del hospital Manuel Ygnacio Monteros en el periodo Septiembre - Diciembre
2014 con la finalidad de obtener informacion epidemiolégica de relevancia clinica y con ello
resaltar la importancia de este género para que sea incorporado dentro del diagndstico
rutinario en las entidades de salud. La presencia de Campylobacter en muestras clinicas
sugiere la existencia de multiples fuentes de contagio que deberian ser tomadas en cuenta

para futuros estudios.
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1.1. Campylobacter spp.

Campylobacter spp. (kampulos, curvo y bacter, bacteria) es un bacilo gramnegativo, curvo en
forma de S o de alas de gaviota de 0,2 - 0,9 um de ancho y 0,5 - 5 ym de largo, no esporulados,
movil gracias a la presencia de un flagelo polar en uno o ambos extremos (Figura 1); en
cultivos viejos se transforman en cuerpos esféricos considerados formas viables no
cultivables. Con metabolismo de tipo respiratorio, es la menaquinona su Unica quinona
respiratoria. No crecen en aerobiosis ni en anaerobiosis, siendo microaerdfilos estrictos que

necesitan de 5-6% de O? para multiplicarse (Fernandez, 2008).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Campylobacter spp.
Fuente: Altekruse & Tollefson, 2003.

Son oxidasa positiva, no utilizan azlcares, obteniendo su energia de amino&cidos o
intermediarios del ciclo del &cido tricarboxilico no derivados de hidratos de carbono. Estas
bacterias son sensibles a los aniones superoxido y peroxido de hidrogeno producido en los
medios, para neutralizar estos productos toxicos del oxigeno y aumentar la aerotolerancia de
los organismos se puede afadir sangre lisada a los caldos de enriquecimiento y agares

selectivos (Cervantes & Cravioto, 2007).
1.1.1 Taxonomia.

En un inicio Campylobacter fue clasificado dentro del género Vibrio. Sin embargo, mas tarde,
debido a que presentan diferencias fundamentales con relaciéon a la constitucion del ADN
(acido desoxirribonucleico) y por su incapacidad para fermentar hidratos de carbono, fueron

agrupados en un nuevo género bacteriano denominado Campylobacter (Butzler, 2004).

Actualmente el género Campylobacter pertenece a la familia Campylobacteraceae, orden
Campylobacterales, clase Epsilonproteobacteria, filo Proteobacteria y dominio Bacteria. Hoy
dentro de éste género encontramos 24 potenciales especies que son: C. fetus, C. coli, C.
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concisus, C. curvus, C. gracilis, C. helveticus, C. hominis, C. hyointestinalis, C. jejuni, C.
lanienae, C. lari, C. mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum, C. upsaliensis, C.
insulaenigrae, C. peloridis, C. avium, C. subantarticus, C. canadensis, C. cunicolurum, C.

volucris y C. ureoliticus (Lapierre, 2013).
1.2. Especies termdéfilas.

Son aquellas especies pertenecientes al género Campylobacter 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.
- Campylobacter jejuni subespecie jejuni.

Comunmente conocida como C. jejuni, representa el taxdn descrito por primera vez en 1931
como Vibrio jejuni encontrada en el contenido intestinal bovino. Desde la década de 1970,
este organismo ha sido ampliamente conocido como el agente causal mas aislado de
gastroenteritis humana en todo el mundo considerado el més virulento por su mayor
resistencia a la fagocitosis; esta especie bacteriana utiliza una amplia gama de huéspedes
como pollos, vacas, cerdos, ovejas, perros y avestruces; debido a su predominio en animales
destinados al consumo lo convierten actualmente en uno de los patégenos mas importantes

transmitidos por los alimentos (Ketley & Konkel, 2005).
- Campylobacter coli.

Fue aislado inicialmente de cerdos afectados con disenteria infecciosa, en la actualidad sigue
siendo encontrada en cerdos, aunque generalmente no es una causa de la enfermedad en
estos animales algunas cepas pueden ser patégenas. C. coli también puede encontrarse en
un amplio grupo de animales entre éstos aves de corral, avestruces, vacas, ovejas, cabras,
gatos y perros, asociandola en ocasiones con la hepatitis en las aves. En los humanos, la
infeccidn causa una diarrea mas benigna que la producida por C. jejuni; C. coli es considerado
como la segunda especie de Campylobacter mas comin como agente causal de
gastroenteritis en humanos; en algunas regiones, la especie representa hasta el 50% de
campilobacteriosis humana. El pariente genético méas cercano a C. coli es C. jejuni, existiendo
una concordancia de 21-63% en los valores de hibridacién ADN-ADN. Estas dos especies son
fenotipicamente homogéneas y su diferenciacion es problemética siendo la prueba
determinante para este propdsito la hidrélisis de hipurato que en C. coli da un resultado
negativo (Ketley & Konkel, 2005).



- Campylobacter lari.

Ha sido aislado inicialmente del intestino de gaviotas, ademas las cepas han sido identificadas
del tracto intestinal de aves silvestres, aves de corral, ganado, mariscos y agua no tratada; se
los distingue de las especies morfoldégicamente similares C. coli y C. jejuni en virtud de su
resistencia “clasica” al acido nalidixico y negativo para la prueba de indoxyl acetato
(Fernandez, 2008).

- Campylobacter upsaliensis.

Es el nombre dado a un grupo de campylobacterias catalasa negativo o catalasa débil,
aisladas inicialmente de heces caninas donde puede producir diarrea. C. upsaliensis se ha
aislado también de brotes de gastroenteritis en seres humanos; son mas resistentes al poder
bactericida del suero que las otras especies termdfilas, por lo que puede sobrevivir en sangre
causando bacteriemias en huéspedes inmunocomprometidos. Si bien su fuente de infeccién
no esta bien definida, se ha relacionado con gatos, perros, leche no pasteurizada y sus

derivados (Fernandez, 2008).
1.3. Epidemiologia.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la campilobacteriosis como una infeccion
del tracto gastrointestinal cuya sintomatologia incluye dolor abdominal, malestar general,
fiebre, nduseas, vomitos y diarrea que en ocasiones presenta moco y sangre. La enfermedad
normalmente dura de 2 a 5 dias, pero puede prolongarse por recaidas, especialmente en los
adultos aunque algunas de las personas infectadas pueden no mostrar sintomas

convirtiéndose en portadores asintomaticos (WHO, 2011).

El primer reconocimiento de la infeccion por Campylobacter fue reportado a principios del
siglo XX, inicialmente conocido como Vibrio fetus, siendo agente causal de abortos sépticos
en ovejas y vacuno. En 1947 V. fetus fue reportado como causa de aborto en tres mujeres
hospitalizadas por fiebre de origen desconocido, posterior a esto se aisl6 como patégeno
oportunista en huéspedes inmunocomprometidos (Butzler, 2004). En los afios 70 se
desarrollaron medios selectivos adecuados para su aislamiento, siendo reconocido desde los
aflos 80 como una causa importante de enfermedad gastrointestinal (Chanqueo, Garcia,
Ledn, & Blu, 2005).

Los datos con respecto a la campilobacteriosis en Latinoamérica son escasos reportando una
frecuencia relativa de aislamiento de Campylobacter spp. en gastroenteritis aguda de 5-20%
(Prado & O’'Ryan, 1994).



En Ecuador los datos son limitados, el primer estudio realizado en 1984 en nifios menores de
2 afios se reporta una prevalencia de 23% (Guderian, Ordoiiez, & Bossano, 1984). En 1994
el plan Atucucho del Proyecto Franco Ecuatoriano para el Control de las Enfermedades
Diarreicas y el Colera (PFE) realizé un estudio en nifios menores de 5 afios con diarrea aguda
encontrando como germen causal bacterias patégenas en un 10,9% siendo Campylobacter
spp, el responsable del 31% de estos casos (Briand, Escalante, & Martine, 1994). En el 2014
se analizaron muestras de personas con una edad promedio de 14 afios en dos comunidades

ecuatorianas Guamani 5.5% y Borbdn 1.3% (Vasco et al., 2014).

1.4. Fuentes de transmision.

La infeccién por Campylobacter constituye una zoonosis encontrandose habitualmente como
comensal del tracto gastrointestinal de vacas, ovejas, cerdos, cabras, perros, gatos, roedores
silvestres o domésticos y toda variedad de aves de corral; a menudo es dificil rastrear las
fuentes de exposicién a Campylobacter debido a la naturaleza esporadica de la infeccion, y el
importante papel de la contaminacién cruzada (WHO, 2012).

Se considera que un alto porcentaje de infecciones es provocado por consumo de carne de
ave mal cocida, leche no pasteurizada y productos lacteos, nadar en lagos contaminados y
no menos importante la transmisioén persona - persona (Sangaré et al., 2012).

-  Reservorios animales

Los principales reservorios los constituyen el ganado bovino y ovino, roedores, aves silvestres
y de corral, animales de compafiia como perros y gatos. El espectro de reservorios varia con
la especie: C. jejuni tiene un reservorio amplio, mientras que C.coli es mas frecuentemente
aislado en ganado porcino. La adquisicion primaria del germen por los animales ocurre
generalmente a una edad temprana y puede ser causa de morbimortalidad en estos animales,
la mayoria de las veces la colonizacion conduce a un estado de portador de por vida siendo
dificil incriminar a este agente como causa de enfermedad diarreica en estos animales (WHO,
2012).

C. jejuni y en menor medida C. coli, son comensales habituales del aparato digestivo del
ganado vacuno; la enteritis por C. jejuni en terneros da un cuadro clinico diferenciado con
fiebre moderada, y diarrea que puede durar hasta 14 dias pudiendo excretar
aproximadamente 106 bacterias por gramo de heces, constituyendo una importante fuente de
contaminacién del ambiente; ademas es posible que este agente pueda causar mastitis en las

vacas; C. jejuni también es una importante causa de abortos en los ovinos, las ovejas abortan



en el ultimo periodo de la prefiez o dan nacimiento a corderos muertos o débiles que pueden
morir a los pocos dias (Acha & Szyfres, 2001; F. Garcia, Pérez, & Echeita, 2006).

Por otro lado los animales de compaiiia principalmente los perros cachorros con diarrea
constituyen una fuente de infeccion para sus duefios, la diarrea es el sintoma predominante y
el vomito parece frecuente siendo el principal agente aislado C. upsaliensis. La enfermedad
es mas frecuente en cachorros, pero puede aparecer en animales adultos (Chaban, Ngeleka,
& Hill, 2010).

- Reservorios humanos.

Como sucede con otras infecciones entéricas, la via de transmision fecal-oral entre individuos
infectados es posible, en los paises en desarrollo la mayoria de los nifios se inmunizan a lo
largo del primer afio de vida encontrandose el agente patégeno con frecuencia en las heces

de los nifios mayores sanos (Bhan et al., 2008).

La transmision a partir de personas infectadas asintomaticas que manipulan los alimentos es
extremadamente rara, pero es frecuente cuando la infeccién es sintomatica, lo que justifica la
exclusion de tales trabajadores del entorno laboral mientras se encuentran afectados; otra
forma de infeccion del hombre puede producirse en la cocina por contaminaciéon cruzada de
carnes con Campylobacter a otros alimentos que no requieren coccién, o por coccién
insuficiente (WHO, 2012).

-  Reservorios ambientales.

El microorganismo se transmite principalmente a través de alimentos de origen animal mal
cocinado, leche no pasteurizada y contacto con animales enfermos; el agua contaminada con
heces puede ser la fuente de brotes de campilobacteriosis, sobre todo por el consumo de la
misma y en vinculacién con actividades recreacionales. También bajo condiciones que
favorecen la replicacién del germen, la contaminacién fecal del suelo puede ser origen de
infeccion humana principalmente por el consumo de vegetales cosechados en ellas
(Fernandez, 2008).

1.5. Patogenia.

Las especies termofilas de Campylobacter son bacterias patdégenas que causan infeccion
gastrointestinal denominada campilobacterosis, las manifestaciones clinicas dependen
principalmente del inéculo ingerido y el estado inmunoldgico del hospedero por lo que no todas

las infecciones son sintomaticas; la dosis infectante minima es de 500 unidades formadoras
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de colonia (UFC), el cuadro clinico se caracteriza por diarrea acuosa, fiebre, dolor abdominal,
calambres y retortijones (Butzler, 2004).

La campilobacteriosis es una enfermedad autolimitante y generalmente no requiere
tratamiento excepto la reposicion hidroelectrolitica, dependiendo de la patogenicidad de la
cepa y el estado inmune del paciente se pueden dar complicaciones y ser necesario un
tratamiento antimicrobiano. En personas con el sistema inmune alterado como en el
embarazo, nacimientos prematuros, alcoholismo cronico, neoplasias, enfermedades
cardiovasculares y ancianos ocasionalmente se produce bacteriemia con riesgo para la vida
del individuo, siendo la tasa de mortalidad en estos casos inferior al 1% (Acha & Szyfres, 2001,
Garcia et al., 2006).

El periodo de incubacién de Campylobacter es de 2 a 5 dias pero puede extenderse hasta los
10 dias, y una vez que se presenta la diarrea puede durar 2 o 3 dias, su severidad oscila
desde materia fecal blanda hasta liquida o sanguinolenta pudiendo haber mas de 10
evacuaciones en el peor dia de la enfermedad. En el andlisis de las heces al microscopio se
puede observar un exudado inflamatorio con infiltrado de leucocitos, asi como un gran nimero
de campilobacterias, las cuales pueden reconocerse por sus caracteristicas morfolégicas. La
diarrea causada por Campylobacter es autolimitada y el dolor abdominal puede persistir
después de la resolucion de la diarrea y se puede dar una pérdida de peso de 5 kg o més. Los
organismos pueden ser excretados en las heces hasta 38 dias después de la recuperacion
clinicay la infeccién puede reaparecer en el 5 al 10% de los pacientes (Cervantes & Cravioto,
2007).

En los ultimos afios, se han identificado caracteristicas de las especies de Campylobacter que
podrian estar involucradas directamente en la patogenia, entre ellas estan la motilidad, la
capacidad de adherencia a la célula y la produccion de citotoxinas; la presencia de 1 o 2
flagelos polares es esencial para la colonizacion de células, los genes flaA y flaB sintetizan la
flagelina componente principal del flagelo. El flagelo marca la motilidad bacteriana y por ende
la invasion en las cepas de Campylobacter; una de las principales caracteristica de la flagelina
de Campylobacter es su estructura altamente glicosilada, la glicosilacién es muy importante
en cepas de C. jejuni debido a que no se puede ensamblar el flagelo si esta proteina no esta
adecuadamente glicosilada (Konkel, Monteville, Rivera, & Joens, 2001; Putten, Alphen,
Wadsten, & Zoete, 2009). Se cree que la alta velocidad que presenta Campylobacter en medios
viscosos, cuando se compara con otras bacterias moviles, se debe a su forma helicoidal y a
la presencia del flagelo que le permiten realizar un movimiento que imita al de un sacacorchos
(Galkin et al., 2008).
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Otro de los factores asociados a la patogenicidad es la adherencia, existiendo una correlacion
entre la adhesion e invasion de las cepas de Campylobacter con el grado de severidad de los
sintomas clinicos en pacientes infectados; la proteina CadF que es expresada en todas las
cepas de C. jejuni y C. coli participa en la adhesion celular, el gen cadF de las cepas de C.
coli es diferente del gen cadF de las cepas de C. jejuni por una secuencia de insercion de 39
pb (pares de bases), se ha demostrado en cultivos in vitro que C. jejuni se une e invade células
epiteliales INT-407 mucho mas eficientemente que cepas de la especie C. coli. CadF es
importante en la adhesién a la célula hospedera, al unirse a la fibronectina que esta localizada
en la superficie celular produce procesos de sefializacion para la adhesion que conducen a la
activacion de pequefias GTPasas Racl y Cdc42 que inducen la propia internalizacion de la

bacteria en la célula hospedera (Dasti, Tareen, Lugert, Zautner, & Gross, 2010).

Ademas de los factores descritos anteriormente, Campylobacter secreta la toxina distensora
citoletal (CDT, Cytolethal Distending Toxin), esta toxina en cultivos celulares humanos causa
detencion del ciclo celular y muerte. Esta proteina esta formada por 3 subunidades, CdtA,
CdtB y CdtC, siendo las 3 necesarias para la funcionalidad de la proteina. En concreto, CdtA
y CdtC son esenciales para la unién a la célula, mientras que la CdtB es internalizada y
translocada hasta el nucleo donde induce la detencion del ciclo celular en la fase G2 (Lapierre,
2013). El papel del CDT en la patogénesis de la enfermedad aun no ha sido descrito, sin
embargo, podria actuar en la modulacion del sistema inmune ya que estimula la via
proinflamatoria del NFkB e induce la produccion de IL8, atrayendo al sitio de infeccién a
células dendriticas, macrofagos y neutréfilos; en ratones la produccién de CDT contribuye a
aumentar la patogenicidad de las cepas de C. jejuni, ya que prolonga la persistencia de la
enfermedad gastointestinal, aumentando la inflamacién de la mucosa gastrointestinal y el

dafo hepatico (Hickey, Baqar, Bourgeois, Ewing, & Guerry, 1999; Lapierre, 2013)

Pese a que la mayoria de casos de campilobacteriosis no son fatales, una infeccion aguda
puede tener graves consecuencias a largo plazo incluyendo las neuropatias periféricas como
sindrome de Guillain Barré y el sindrome de Miller Fisher (MFS), y enfermedades intestinales

funcionales como el Sindrome de intestino irritable (IBS).
1.5.1. Sindrome de Guillain Barré (SGB)

Es una polineuropatia desmielinizante inmunomediada del sistema nervioso periférico (SNP)
que se caracteriza por debilidad aguda o subaguda ascendente simétrica motor, arreflexia y
anomalias sensoriales. Entre las numerosas infecciones microbianas, so6lo C. jejuni esta
firmemente establecido como un agente causal de SGB, entre un 25% a 40% de los pacientes

con SGB tienen antecedentes de infeccion por C. jejuni de 1 a 3 semanas antes de la
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enfermedad. Sin embargo sélo 1 de cada 1.000 pacientes expuestos a la infeccion por
Campylobacter desarrollan el sindrome (Nyati & Nyati, 2013).

El SGB se puede originar por respuesta autoinmune a antigenos extrafios (agentes
infecciosos) que son mal dirigidos al tejido nervioso causando dafio en los gangliésidos
(glucoesfingolipidos presentes en el tejido nervioso humano). Un ejemplo es el gangliésido
GM1, que puede estar afectado en el 20 a 50% de los casos, especialmente en aquellos con
una infeccion por C. jejuni. El resultado final de estos ataques autoinmunes en los nervios
periféricos es la pérdida de mielina y consecuentemente el bloqueo en la conduccidn nerviosa.
C. jejuni genera anticuerpos antigangliésidos GM1, GQ1b y GDL1. Los sueros de los pacientes
en la fase aguda de SGB asociado a C. jejuni contiene altos titulos de anticuerpos frente a
diversos gangliésidos que reaccionan de forma cruzada con C. jejuni, con esto se puede
establecer el mimetismo entre los antigenos microbianos C. jejuni y estructuras en tejido
huésped que desencadenan la activacién de una reaccién cruzada o respuesta inmune en

este caso GBS después de la infeccion bacteriana (Godschalk et al., 2004).
1.5.2. Sindrome de Miller Fisher (SMF)

Es una neuropatia asociada con ataxia, arreflexia, y oftalmoplejia y se considera como una
variacion de la forma SGB. El diagnostico en este sindrome se basa en la detecciéon de
anticuerpos anti GQ1b, los antigenos respectivos se encuentran en muy altas concentraciones
en los nervios oculomotores y otros nervios craneales, de ahi su correlacion clinica; mas del
85% de los pacientes con este sindrome presentan este anticuerpo. En gran parte de los
pacientes se detecta antecedentes de infecciones en las vias aéreas superiores o por

infecciones intestinales debido a C. jejuni (G. Garcia & Cacho, 2005).
1.5.3. Sindrome de Intestino Irritable (SlI)

Es un trastorno heterogéneo funcional del intestino delgado y grueso que se caracteriza por
dolor abdominal, meteorismo con distension abdominal y alteracion en las evacuaciones
intestinales con predominio de diarrea, estrefiimiento o alternancia de estos signos; estos
sintomas se desarrollan generalmente posterior a una gastroenteritis bacteriana aguda siendo
Campylobacter uno de los principales organismos causales, en el Sl se evidencia una
alteracion en las células inflamatorias principalmente el incremento en la expresion de
citoquinas inflamatorias como es el caso de la interleucina-1 beta (IL- 18) ademas se ha
demostrado la existencia de un aumento en la permeabilidad intestinal (Leighton, Lam, Mehta,
& Spiller, 2013).
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1.6. Actividad antimicrobiana.

La resistencia a los antimicrobianos se originé en los alimentos de procedencia animal,
Campylobacter no es la excepcion convirtiéndose dltimamente en un problema de salud
publica para los paises. Hasta hace algunos afios, se consideraba a las fluroquinolonas como
uno de los farmacos de eleccion en el tratamiento frente a Campylobacter; no obstante, en los
ultimos afios se ha detectado una proporcion creciente de cepas resistentes (Butzler, 2004).

- Resistencia a fluroquinolonas (FQ).

A principio de 1990 la resistencia a estos antibidticos era inusual pero, el uso indiscriminado
de FQ en seres humanos y en la crianza de aves de corral ha contribuido a un aumento de

cepas resistentes (lovine, 2013).

Las FQ tienen dos sitios blanco en las bacterias gramnegativas: un sitio principal
topoisomerasa |l codificada por gyrA y gyrB y un sitio secundario topoisomerasa IV codificada
por parC y parE, las FQ forman un complejo estable con estas enzimas con una consiguiente
disminucién en la replicacion y transcripcién del ADN con una consecuente muerte celular. C.
coliy C. jejuni carecen de los genes parC y parE por lo que el blanco secundario esta ausente
por que lo excluye como blanco de resistencia. La resistencia a FQ esta dada por una
mutacién puntual en la QRDR (Quinolone Resistance-Determining Region) del gen gyrA que
determina un cambio aminoacidico (Thr-86 a lle) en la regién blanco de la topoisomerasa Il.
La no existencia del blanco secundario permite que esta modificacién sea suficiente para que
Campylobacter presente resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas (CIM = 16 pyg/mL) (lovine,
2013; Wieczorek & Osek, 2013).

- Resistencia a tetraciclinas.

Las tetraciclinas fueron descubiertas en la década de 1940 y debido a su amplio espectro
tiene actividad frente a microorganismos gram negativos y gram positivos. En la década de
los 50 se popularizé su uso tanto en humanos como en veterinaria que ha desencadenado

una resistencia generalizada limitando su uso (lovine, 2013).

Las tetraciclinas actuan inhibiendo la sintesis proteica de las bacterias, se fijan con gran
afinidad a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, de manera que impiden la union del sitio
aminoacil del ARNt a la subunidad 30S ribosomal, y de esta forma se paraliza la incorporacion
de aminoacidos durante la sintesis proteica (Brunton, Chabner, & Knollman, 2012). La
resistencia a las tetraciclinas en Campylobacter es conferida por el gen tet(O) que codifica la

proteina de proteccion ribosomas Tet(O) que estd ampliamente distribuida en C. coli y C.
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jejuni, la proteina interactia con el ribosoma bacteriano; en condiciones normales los
ribosomas tienen una configuracion estandar y funcionan normalmente, lo que se altera al
penetrar el antibiético. La unién de la proteina al ribosoma produce un cambio conformacional
que impide la unién con la tetraciclina. El gen tet (O) confiere altos niveles de resistencia a la
tetraciclina (512mg/L) (Wieczorek & Osek, 2013).

-  Resistencia a macrolidos.

Los macrolidos inhiben la sintesis de proteinas bacterianas; la eritromicina es el macroélido de
eleccion para el tratamiento de la campilobacteriosis (Brunton et al., 2012), los macrélidos
ejercen su actividad antimicrobiana inhibiendo la sintesis de proteinas mediante la union
reversible al sitio P de la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos impidiendo la
translocacion proteica. Los principales mecanismos de resistencia a macrolidos son la
modificacion del sitio diana, de flujo de salida y la permeabilidad alterada de la membrana
(lovine, 2013). La resistencia a macrélidos en Campylobacter es el resultado de la
modificacion del sitio de unidn al ribosoma por una mutacién en el gen 23S ARNr que confiere

un nivel de resistencia a eritromicina (128 mg/L) (Wieczorek & Osek, 2013).
- Resistencia a aminoglucésidos.

Los aminoglucdsidos son inhibidores de la sintesis de proteinas de muchos gram positivos y
gram negativos, siendo su sitio intracelular de accion la subunidad ribosémica 30S, que
provoca error de lectura del ARNm con produccién de una proteina anémala que provoca la
muerte bacteriana (lovine, 2013). La resistencia en Campylobacter es mediada por
modificacion enziméatica, este mecanismo corresponde a la inactivacién de los compuestos
por enzimas modificantes de aminoglucésidos (EMA). Estas enzimas catalizan la modificaciéon
covalente de grupos aminos e hidroxilos de la molécula, generando modificaciones quimicas
que llevan al aminoglucésido a unirse débilmente a los ribosomas bacterianos y, por lo tanto

afectan el ingreso del antibacteriano (Mella et al., 2004).

- Resistencia a Beta - lactamicos.

Los antibiéticos B-lactamicos son una clase diversa de compuestos, incluyen penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemes y monobactamas, que contienen el anillo de B-lactama

requerida para la actividad antimicrobiana (lovine, 2013).

Los betalactamicos son agentes bactericidas que producen su efecto a través de 2
mecanismos: inhibiciobn de la sintesis de la pared bacteriana e induccion de la autélisis

bacteriana. La resistencia en Campylobacter se da por la produccion de lactamasas que son
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enzimas que catalizan la hidrdlisis del anillo B-lactamico inactivando el antibidtico antes de su
unién con las proteinas ligadas a la penicilinas, indispensables para la formacion de la pared
celular bacteriana (Suarez & Gudiol, 2009).

1.7. Diagnadstico clinico.

No se requiere consideraciones especiales para la recoleccién, el transporte y el
procesamiento de las muestras clinicas para la deteccién de las especies de Campylobacter;
las muestras mas comunes con las que se trabaja son las heces, sin embargo, en pacientes
inmunodeprimidos que se presume septicemia se usa muestras sanguineas. El esquema de
identificacion convencional para Campylobacter se basa en caracteristicas fenotipicas
clasicas, como la apariencia morfolégica, reacciones bioquimicas y temperatura de

crecimiento (Farance & Vifias, 2007).
1.7.1. Examen presuntivo.

El examen directo de las heces es una herramienta util para el diagnéstico temprano,
utilizando diferentes tinciones como gram modificado, Vagé y Hucker. El gram modificado usa
carbolfucsina (fucsina fenicada al 0.8%) como coloracion de contraste debido a que este
microorganismo no se tifie bien con safranina. La tincion de Hucker contiene cristal violeta
para reactivo de Hucker (cristal violeta 2 g, alcohol etilico 20 ml, oxalato de amonio 0,8 g y
agua destilada 80 ml) y bicarbonato de sodio al 1% (Anexo 1), la tincién de Vago6 consta de
mercurio cromo al 2% vy cristal violeta (soluciéon de cristal violeta al 0.2%); estas tinciones
permiten identificar las caracteristicas morfol6gicas de Campylobacter (Zamudio & Fernandez,
2003).

1.7.2. Aislamiento e identificacion.

El cultivo de las especies termotolerantes de Campylobacter es méas estricto que los cultivos
rutinarios; sin embargo, una vez que se hayan establecido y seguido ciertos parametros su
aislamiento e identificacién se hacen factibles. Existen varios medios comerciales empleados
para el aislamiento de Campylobacter spp, que contienen suplementos proporcionando los
nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano, antibiéticos y antimicoticos que inhiben
la flora acompafiante, ademas el medio de cultivo necesita la adicion del 5% de sangre que

proporciona aminodcidos, la principal fuente de energia para Campylobacter (Anexo 2).

En la determinacion de Campylobacter es frecuente el uso del método de filtracion, se basa
en la separacién de Campylobacter del resto de la flora microbiana como coliformes presente

en las heces que quedan retenidos en la membrana de celulosa, los bacilos mas delgados y
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pequefios como Campylobacter atraviesan la porosidad y logran depositarse sobre un medio

sin antibioticos (Fernandez, 2008).

Para el crecimiento de las especies termdfilas de Campylobacter se requieren
consideraciones especiales, por ejemplo tienen un crecimiento 6ptimo a 42 °C y son
particularmente sensibles a cambios fisicos y quimicos como la disminucién de agua y la
reduccién de pH (Tabla 1) (WHO, 2013).

Tabla 1. Condiciones para el crecimiento de especies termotolerantes de
Campylobacter.

Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 30 42 — 43 45
Ph 4.9 6.5-75 ~9
NaCl(%) - 0.5 1.5
Actividad de agua(aw) >0.987 0.997 -
Atmosfera — 5% Oz + 10% CO2 -

Fuente: Garcés, Klotz, Mantilla, Roman., & Romero, 2013.

La identificacion fenotipica de las especies de Campylobacter requiere un conjunto de pruebas
adicionales (Tabla 2), entre ellas la hidrélisis de hipurato que se basa en la accion de la enzima
hipuricasa sobre el hipurato de sodio lo que produce glicina y acido benzoico. La reaccién del
reactivo (ninhidrina) produce una coloracién azul-violeta en contacto con la glicina (Malbran,
2001).

Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de las especies de Campylobacter

Especie Catalasa Oxidasa Hi?}:gufgstodel
C. coli + + -
C. jejuni + + +
C. lari + + -
C. upsaliensis +/- débil + +

Fuente: Malbran, 2001.
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1.7.3. Reaccion en cadena de la polimerasa multiple (PCR - Multiplex).

Es una técnica molecular que consigue amplificar simultdneamente mas de una secuencia de
genomas diferentes en una sola reaccion mediante el empleo de dos o méas parejas de
cebadores. Todos los cebadores deben reaccionar a una temperatura de fusion similar, dentro
de un rango de +/-5°C y los tamafios de los productos amplificados de la PCR deberan ser
también semejantes pero distinguibles, entre unos valores de 200 a 500 pb (Yamazaki et al.,
2007).
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2.1. Recoleccion de las muestras

Se analiz6 176 muestras de materia fecal emitida por deposicion espontdnea de pacientes
menores de 11 afos, proporcionadas por el laboratorio clinico del Hospital Manuel Ygnacio
Monteros en el periodo septiembre a diciembre del 2014. Fueron procesadas en el Laboratorio
de Microbiologia del Departamento de la Salud de la Universidad Técnica Particular de Loja.

2.2. Aislamiento e identificacion de especies termotolerantes de Campylobacter.

La identificacion presuntiva de Campylobacter se realizé mediante frotis directo de las heces
usando la tincion de Hucker, considerando como muestra positiva la presencia de formas
espirales semejantes a alas de gaviotas. Las muestras fecales fueron sembradas en medio
selectivo comercial suplementado Butzler de Oxoid (Anexo 3) e incubadas a 42°C por 48
horas bajo una atmésfera de microaerofilia (Figura 2).

Figura 2. Incubacion bajo condiciones de microaerofilia.
Fuente: La autora.

Posterior a las 48 horas de incubacion se identificaron las colonias presuntivas que se
mostraron planas, no hemoliticas, de aspecto acuoso, grisaceas, con tendencia a diseminarse
por la linea de estriado (Figura 3), que se confirmaron mediante tincion de Hucker. Para la
veracidad de nuestros resultados se usaron cepas control C. jejuni DSM 4688 y C. coli DSM
4689 proporcionadas por el Instituto de Microbiologia Clinica de la Facultad de Medicina de

la Universidad Austral de Chile.
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Figura 3. Cultivo de Campylobacter spp.
Fuente: La autora.

La flora acompafiante presente en nuestros cultivos se eliminé mediante filtracién (Anexo 4).
Una vez obtenido el cultivo puro con la finalidad de preservar las cepas aisladas se

crioconservé a -70°C (Anexo 5).
2.3. Pruebas complementarias para ldentificacion de Campylobacter spp.

La identificacion fenotipica de las especies termotolerantes de Campylobacter se realizé
mediante hidrélisis de hipurato, oxidasa y catalasa (Anexo 6). La prueba principal es la
hidrdlisis de hipurato que se interpreta tomando como reaccion positiva la aparicion de una
coloracion azul purpura que revela la presencia de glicina, producto final de la hidrolisis de

hipurato (Figura 4).

Figura 4. Prueba de hidrdlisis del hipurato.
Fuente: La autora.
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2.4. Pruebas de sensibilidad.

La actividad antimicrobiana frente a las cepas aisladas se determin6 mediante el método de
difusion en agar segun las recomendaciones del Comité de Antibiogramas de la Sociedad
Francesa de Infectologia (CA-SFM) y el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad
(EUCAST) (Anexo 7). Los discos de sensibilidad usados fueron de BD BBL™ ciprofloxacino
(CIP) 5ug, ampicilina (AM) 10ug, amoxicilina/acidoclavulanico (AmC) 10/20ug, eritromicina (E)
15ug, gentamicina (GM) 10ug y tetraciclina (TE) 30ug (Tabla 3).

Tabla 3. Puntos de corte para susceptibilidad de Campylobacter spp.

Grupo Antibiético S2 Rs
Fluoroquinolonas Ciprofloxacino 26 26
Beta-lactdmico Ampicilina 19 14

Amoxicilina/acido clavulanico 19 14
Macrélido Eritromicina 20 20
Aminoglucésido Gentamicina 17 17
Tetraciclina Tetraciclina 30 30

Fuente: CA-SFM/EUCAS, 2014.

2.5. PCR - Multiplex

Haciendo uso de un cultivo fresco se realizé la extraccion de ADN mediante la aplicacion del
protocolo para células cultivadas del kit E.Z.N.A® Tissue DNA de la casa comercial Omega
Bio-Tek (Anexo 8).

Se realizé PCR - Multiplex (Anexo 9). Se us6 cepas control C. coli y C. jejuni sefialadas
anteriormente; los primers requeridos se exponen en la (Tabla 4), el volumen final de reaccion
25 ul por cada muestra, se amplificé en el termociclador Veriti® 96 Well-Thermal Cycler PCR
y finalmente el producto de la PCR se corri6 en gel de agarosa al 1.5 % (Anexo 10) usando
un marcador de peso molecular Tracklt™ 100bp DNA Ladder Invitrogen y revelados bajo luz

ultravioleta a 300 nm en el Transiluminardo UV Labnet.
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Tabla 4. Secuencias de primers usados para PCR- Multiplex.

Especies Tamafio Gen Primer Secuencia (5’'a 3)
(pb)
Género 816 16s C412F 5-GGATGACACTTTTCGGAGC- 3’
Campylobacter. Rrna
C. hyointestinalis 611 23S C1228R* 5-CATTGTAGCACGTGTGTC- 3
Subsp. rRNA HYO1F 5 -ATAATCTAGGTGAGAATCCTAG -3’
hyointestinalis.
C. coli 502 askt HYOFET23SR 5 -GCTTCGCATAGCTAACAT- 3’
CC18F 5 -GGTATGATTTCTACAAAGCGAG- 3
CC519R 5-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG- 3’
C. fetus. 359 CstA MG3F 5-GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT- 3’
CF359R 5-AGCCAGTAACGCATATTATAGTAG- 3
C. lari 251 GlyA CLF 5 -TAGAGAGATAGCAAAAGAGA- 3’
CLR 5"-TACACATAATAATCCCACCC- 3
C.jejuni 161 cjo4148 C1 5"-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT- 3
C3 5-CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT- 3
C. upsaliensis 86 LpxA CU61F 5"-CGATGATGTGCAAATTGAAGC- 3

CU146R 5-TTCTAGCCCCTTGCTTGATG- 3

Fuente: Yamazaki et al., 2007.
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CAPITULO III.

RESULTADOS Y DISCUSION.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el 2013 el Ministerio de Salud Publica del Ecuador report6é en la provincia de Loja a la
diarrea y gastroenteritis de presunto origen infeccioso como la quita causa de consulta externa
en pacientes menores de 14 afos equivalente al 6% del total de las consultas siendo de
notificacion obligatoria Unicamente la gastroenteritis por Salmonella. Conociendo que en
paises industrializados y en vias de desarrollo Campylobacter spp. es importante dentro de
las infecciones de transmision alimentaria en el presente estudio se pretende brindar datos
epidemioldgicos reales en nuestra localidad.

Durante el periodo del estudio se recolectaron 176 muestras de heces diarreicas y no
diarreicas de pacientes con edades de 2 meses a 11 afios del Hospital Manuel Ygnacio
Monteros ubicado en la cuidad de Loja, encontrando una prevalencia Campylobacter spp. de
6,8%(12) (Tabla 5), porcentaje es similar a los reportados en dos comunidades ecuatorianas
Guamani 8% y Borbdn 1,3% en muestras de pacientes menores de 14 afios (Vasco et al.
2014). En 1994 el proyecto Atucucho del PFE encontr6 a Campylobacter como el agente
etioldgico causal del 31% de enfermedades de origen bacteriano en nifios menores de 5 afios
mientras en 1984 se encontrd una prevalencia de 23% en muestras de nifios menores de 2
afios con diarrea aguda internados en clinicas de Quito. Es importante sefialar los estudios
citados se realizaron con pacientes pertenecientes a zonas periurbanas y de nivel
socioecondmico bajo, las diferencias de porcentaje de aislamiento podriamos atribuirlas a que
en la actualidad las condiciones higiénico sanitarias son superiores a las de los afios 80 y 90
con una consecuente reduccion de los focos de infeccion (Briand et al., 1994; Guderian et al.,
1984).

Tabla 5. Determinacién de Campylobacter spp.

Numero de muestras | Porcentaje

Campylobacter spp. 12 6,8%
Negativas 164 93,2%
TOTAL 176 100%

Fuente: La autora.

El porcentaje aislado en el presente estudio 6,8% es similar a datos reportados en Pert donde
se aisl6 Campylobacter spp en un 4,8% en nifios menores de 2 afios que presentaban diarrea
y en Chile 5,1% en un grupo de nifios menores de 15 afios (Perales, Camifia, & Quifiones,
2002; Fernandez, Vera, Villanueva, & Garcia, 2008). Reportes inferiores de aislamiento son

los encontrados en Colombia 2,3% en muestras de pacientes pediatricos menores a 5 afios
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que presentaban diarrea y en Chile 2,1% en nifilos menores de 14 afos (Manrique, Tigne,
Bello, & Ospina 2006; Rivera et al. 2011).

En Chile se reporta un porcentaje de 15,3% en muestras de niflos menores de 5 afios que
presentaban desnutricion (Fernandez et al., 2008). Esta frecuencia de aislamiento podria estar
relacionada con la condicién inmunoldgica alterada de los pacientes convirtiéndolos en
individuos propensos a adquirir la infeccion. En Paraguay en pacientes menores de 11 afios
con cuadro diarreico agudo se aislé en un 16% (Orrego et al. 2014). Otra cifra alta es la
obtenida en Uruguay 14,3% en muestras diarreicas sanguinolentas (Mota et al. 2010). Es
importante mencionar que en nuestro estudio los casos positivos incluyeron muestras
diarreicas 42%(5) y muestras no diarreicas 58%(7) frente a los estudios citados que analizan
en su mayoria muestras de pacientes con cuadros diarreicos subvalorando la importancia del

aislamiento en pacientes asintomaticos.

Por lo sefalado anteriormente podemos concluir que los datos encontrados en el presente
estudio se encuentran cerca de la media 8,4% de los estudios antes citados, donde gran parte
de la poblacion mantiene contacto con animales como perros, gatos y aves que en general
son una fuente de riesgo importante para adquirir esta infeccién. Ademas nuestro estudio
sugiere que existe un creciente nimero de portadores asintomaticos de Campylobacter siendo

importante tomar esto en consideracién para futuros estudios.

Al determinar las especies de Campylobacter (Tabla 6, Figura 5), la mayor prevalencia
corresponde a C. jejuni con un 91,7%(11) concordante a lo reportado en nuestro pais 66,7%
y a datos encontrados en la regidon donde C. jejuni es la especie predominante (Vasco et al.
2014). En Argentina se analizé muestras diarreicas de pacientes con un promedio de edad de
4 aios aislando C. jejuni en un 96% mientras en Chile 87,1% en pacientes menores de 5 afios
(Jara, 2006; Tamborini et al.,, 2012). En Brasil correspondié al 78,6% en muestras de
pacientes menores de 5 afios cifra similar a la encontrada en Chile 83% en muestras de
pacientes menores de 14 afios (Rivera et al. 2011; Silva et al. 2011). En cuanto a los paises
desarrollados en Estados Unidos se reportan cifras elevadas 88% para esta especie (FDA,
2012).

C. jejuni muestra cifras elevadas de aislamiento en muestras de animales que estan en
contacto directo con las personas, en Argentina se aislé esta especie con una prevalencia del
91,7% de muestras de animales (perros, gatos y pollos) que mantuvieron contacto directo con
personas que dieron positivas para la infecciébn con Campylobacter (Tamborini et al., 2012).
Los animales de compaiiia representan un alto riesgo de contagio especialmente en paises

en vias de desarrollo como el nuestro.
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La infeccion por C. jejuni es directa teniendo como reservorio animales de elevado consumo
por el ser humano, en bovinos se aislé en un 10,7%, la carne de ave también es una potencial
fuente de infeccidén encontrdndose en un 40% en patos y 14% en pavos (Fernandez, Vera, &
Villanueva, 2007); en Chile se aislo C. jejuni en un 87% en aves destinadas al consumo
(Rivera et al., 2011). La elevada presencia de C. jejuni en humanos podria estar directamente
relacionada con la gran fuente de reservorios que mantiene esta especie, ya que coloniza con
alta prevalencia a las aves de corral suponiendo un alto riesgo para los consumidores de esta
carne; la contaminaciéon cruzada por contacto con utensilios contaminados o por el consumo

de alimentos contaminados es importante en la adquisicion de la infeccion.

Tabla 6. Determinacién de especies termotolerantes
de Campylobacter.

Especie Numero de Porcentaje
muestras

C. jejuni 11 91,7%

C. coli 1 8,3%

C. lari 0 0%

C. upsaliensis 0 0%

TOTAL 12 100%

Fuente: La autora
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C. coli (502 pb)

C. jejuni (162 pb)

Figura 5. Especies termotolerantes de Campylobacter.
Fuente: La autora.

Otra de las especies aisladas fue C. coli que en el presente estudio evidencio un aislamiento
de 8,3%(1) cifra baja en comparacion con el 33,3% reportado en dos comunidades

ecuatorianas (Vasco et al. 2014). Datos similares se encuentran en Chile donde se reporté
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una prevalencia de 8,6% en muestras de pacientes menores de 5 afios y en Estados Unidos
se reporta 9% (Jara, 2006). Otros porcentajes similares son los encontramos en Argentina
donde se reportd un aislamiento de 4% para C. coli en muestras de pacientes menores de 10
afos y en Chile 1,9% en muestras de pacientes menores de 5 afios (Fernandez et al.
2008;Tamborini et al., 2012). Por su parte en otros paises se reportan cifras superiores pero
se mantienen bajos con respecto a C. jejuni. En Brasil se aisl6 C. coli en un 21,4% de muestras
de pacientes menores de 5 afios, mientras en Chile se encontr6 en muestras de pacientes

menores de 14 afios una prevalencia de 17% (Rivera et al., 2011, Silva et al. 2011).

C. coli muestra un patron bajo de aislamiento en animales en comparacion con la especie
predominante C. jejuni. En Argentina en muestras de perros, gatos y pollos se obtuvo un
porcentaje de aislamiento de 8,3% (Tamborini et al., 2012). En Chile se aislé C. coli en un
23% en aves de corral destinadas al consumo (Rivera et al., 2011). En cuanto a otros animales
cuya carne es de consumo habitual, en ganado bovino se aisl6 esta especie en un 3,6%
(Fernandez et al., 2007). La presencia de C. coli en animales de compafiia representa un
peligro de contagio por el contacto directo con las personas y la presencia de esta especie en

carne destinada para el consumo se refleja en los casos positivos en muestras humanas.

C. lari no registré datos en el presente estudio esto difiere con lo reportado en Chile 3,7% en
pacientes que presentaban desnutricion lo que posiblemente los vuelva proclives a adquirir
infeccion (Fernandez et al. 2008). C. lari indica una baja frecuencia de aislamiento en
animales, en perros se aislé en un 1,7%, en pelicanos 15%, en gorriones 5% mientras en
ganado bovino y gallinas no se aisl6 esta especie (Fernandez et al.,, 2007). C. lari
originalmente se aisl6 de heces de gaviotas ubicando a estas y otras aves costeras como la
principal fuente de infeccién, también se ha aislado de mariscos (Matsubara et al., 2015). Al
estar situado nuestro estudio en un area lejana a la costa la ausencia de estas fuentes de

infeccion reduce considerablemente la posibilidad de la presencia C. lari.

C. upsaliensis es otra de las especies que no registré datos mientras en Chile se reporta un
aislamiento de 7,9% en nifios que presentaban malnutricion pudiendo relacionar estos casos
positivos a un posible sistema inmunolégico comprometido (Fernandez et al. 2008). El
aislamiento también es bajo en animales, en perros de 6,7%, en pelicanos y gorriones 3,3%,
en gallinas 1,7% (Fernandez et al., 2007). La baja prevalencia de C. upsaliensis en animales
esta estrechamente relacionada con su bajo aislamiento en muestras clinicas, ademas al
aislarse esta especie en animales de compafiia determina que la infeccion sea indirecta y por

lo tanto menos frecuente.

A mas de la determinacion de la prevalencia de Campylobacter es importante reconocer la

problematica que actualmente se esta enfrentando por el uso indiscriminado de antibiéticos
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en la poblacion humana, asi como el uso de antibiéticos para profilaxis y tratamiento en la cria
de animales que ha llevado a un aumento en las infecciones por Campylobacter resistentes a
los antibidticos (lovine, 2013); tomando esto en consideraciéon en el presente estudio se ha
evaluado la actividad antimicrobiana de los principales antibioticos usados para tratar
infecciones gastrointestinales de origen bacteriano (Figura 8).

Cip -_m

TE 91,7
AM
E 333 66,7

AMC 25,0

GM m
| | | | |

mResistencia W Sensibilidad

CIP= Ciprofloxacina; TE= Tetraciclin; AM= Ampicilina; E= Eritromicina; AmC= Amoxicilina/ Acido
Clavulanico; GM= Gentamicina

Figura 6. Susceptibilidad antimicrobiana de Campylobacter.
Fuente: La autora.

En el andlisis de la actividad antimicrobiana frente a Campylobacter se evidencié una
resistencia de 91,67% para ciprofloxacina; en Chile se determiné una resistencia 60% y en
Paraguay 49% (Orrego et al., 2014; Gonzalez, Cordero, Garcia, & Figueroa, 2013). La alta
resistencia a estos antibiéticos podria deberse a que Campylobacter no posee uno de los
sitios blanco de accién topoisomerasa IV debido a una mutacién puntual, también debemos
tomar en cuenta que las fluoroguinolonas como ciprofloxacina son los antibidticos mas
utilizados para tratar la diarrea bacteriana aguda, aunque los macrélidos son el farmaco de
elecciobn para tratar la campilobacteriosis. Lamentablemente la campilobacteriosis es
clinicamente indistinguible de otras causas de enfermedad diarreica bacteriana, y asi, sin
epidemiologia de infeccién por Campylobacter muchos casos son tratados empiricamente con

lo que incrementa la resistencia a FQ (lovine, 2013).

La resistencia a tetraciclina fue de 91,67% concordante con otros datos reportados 82,8% vy
63,42% (Luangtongkum et al. 2007; Senok et al. 2007); la elevada resistencia a estos
antibiéticos podria relacionarse a su amplio uso en la profilaxis y tratamiento en la crianza de
animales destinados al consumo (Senok et al., 2007).

29



Ampicilina muestra una resistencia creciente 41,67% similar a los datos reportados en otros
estudios 32% y 32,6% (Tamborini et al. 2012; Senok et al. 2007). Por su parte la eritromicina
macrolido de eleccion para el tratamiento de campilobacteriosis muestra una resistencia de
33,33% siendo inferior al porcentaje reportado en otra investigacion 61,4% (Brunton et al.,
2012; Orieta, 2009).

Gentamicina y el fArmaco combinado amoxicilina/acido clavulanico son los antibiotico frente a
los cuales Campylobacter presenté mayor susceptibilidad 83,3% y 75% respectivamente, esto
concuerda con estudios que sefialan una efectividad del 100%, convirtiéndolos hasta el
momento en los farmacos de eleccion para el tratamiento de la campilobacteriosis (Orieta,
2009). Sin embargo Campylobacter ya muestra una creciente resistencia a estos farmacos
en comparacion con el estudio antes citado, lo que hace un llamado de atencion a los

profesionales en salud frente al uso inadecuado de antibi6ticos.

La resistencia a antimicrobianos en nuestra localidad son concordantes a los encontrados en
paises vecinos probablemente relacionado con un uso indiscriminado e incorrecto de los
mismos, donde se encuentra una creciente resistencia frente a quinolonas y tetraciclina
dejando estos antimicrobianos ineficaces para el tratamiento de campilobacteriosis, siendo
preocupante también el aumento gradual de resistencia que muestran los demas antibiéticos
usados, planteando la necesidad de fortalecer la vigilancia epidemioldgica, el control de
susceptibilidad antimicrobiana de Campylobacter spp. y establecer un adecuado uso de los

antimicrobianos tanto en su aplicaciéon veterinaria como clinica.
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CONCLUSIONES

De las 176 muestras analizadas el 6,8%(12) resultaron positivas para el género
Campylobacter.

De las especies termotolerantes aisladas el 91,7%(11) corresponde a C. jejuni y el
8,3%(1) restante son C. coli, mientras C. lari y C.upsaliensis no registraron
aislamientos.

Al analizar la actividad antimicrobiana frente a las cepas aisladas se establecié que
Campylobacter presenta una resistencia de 91,7% para ciprofloxacina y tetraciclina, y

una sensibilidad de 83,3% para gentamicina y 75% para amoxicilina/acido clavulanico.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda trabajar con centros de salud que se encuentren en areas periurbanas
donde acudan pacientes Unicamente del sector para que sea posible establecer una
historia clinica y un levantamiento antropoldgico de la informacién para conocer las
condiciones higiénico sanitarias de los domicilios de los pacientes y relacionarlas como
posibles causales de transmision.

Establecer la prevalencia de especies termotolerantes de Campylobacter en animales
cuya carne sea destinada para el consumo y en animales de compafiia para identificar
fuentes reservorios como potenciales focos de infeccion.

Realizar estudios de actividad antimicrobiana frente a cepas de Campylobacter
aisladas en muestras humanas, de aves y animales para determinar los antibiticos
de eleccién en el tratamiento clinico y los posibles puntos de adquisicion de la
resistencia.
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PROTOCOLOS
Anexo 1: Tincion de Hucker

Realizar un frotis con la muestra de materia fecal (en el caso de un cultivo colocar las
colonias presuntivas) sobre un portaobjetos y fijar.

Colocar una gota de violeta para reactivo de Hucker y una gota de bicarbonato de
sodio al 1% por 2 minutos.

Lavar con agua corriente y dejar secar.

Observar a 100X en microscopio 6ptico de campo claro.

Figura 7. Campylobacter spp aislado de muestras fecales.
Fuente: La autora.
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Anexo 2: Preparacién de medio de cultivo Butzler.

Pesar 20g de Agar Sangre Base N°2 de Oxoid y 2.5g de Extracto de Levadura de Oxoid,
colocar en un frasco estéril de 1000ml.

Adicionar 470 ml de agua destilada.

Ajustar a pH 7.

Esterilizar en autoclave mediante calor humedo a 121°C y 1 atmésfera de presién por 20
minutos.

Adicionar 5ml de agua estéril para inyeccion al vial que contiene Campylobacter Selective
Supplement Butzler y homogenizar.

Adicionar el contenido del vial al medio cultivo cuando éste se encuentre a 50 °C.
Agregar 25 ml de sangre al medio de cultivo y homogenizar.

Dispensar en las cajas Petri de 94x16mm, esperar que el medio polimerice y guardar a

4°C hasta su uso.

Figura 8. Medio selectivo Butzler.
Fuente: La Autora.
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Anexo 3: Aislamiento de Campylobacter spp.

Inocular la muestra fresca en un extremo de la caja petri que contiene medio selectivo
Butzler.

Diseminar la muestra mediante estriado por agotamiento.

Incubar las cajas de forma invertida por 48 horas a 42°C en jarras de anaerobiosis bajo
una atmésfera de microaerofilia obtenida mediante el uso de sobres CampyGen™2.5L
de Oxoid que brinda un nivel de CO? de 9 a 13%.

Pasadas las 48 horas se realiza tinciobn de Hucker para identificar las colonias

sospechosas.

Figura 9. Aislamiento de especies termotolerantes de Campylobacter.
Fuente: La autora
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Anexo 4: Filtracion para eliminar flora acompafante

Nota: Este procedimiento se realiza cuando al microscopio se observa un cultivo
contaminado por otro tipo de bacterias como cocos o bacilos.

w

N o o k&

Tomar un indculo considerable del cultivo a filtrar.

Colocar el inéculo en 1ml de agua destilada y dar vortex.

Colocar un filtro Millipore de 47mm con poros de 0.45 pym en medio Agar sangre sin
antibioticos

Tomar 200 pl de la solucién y colocar sobre el filtro.

Esperar 30 minutos aproximadamente para que la solucion atraviese el filtro.

Una vez que el filtro este seco, retirarlo y eliminarlo

Llevar a incubacion por 48 horas a 42 °C en un ambiente de microaerofilia.

Z,
%
% O,

CATNO: HAWGOITSS LOTNO: F2CAT2126
045pm STERLE 47mm 13

Figura 10. Filtracion para aislamiento de Campylobacter spp.
Fuente: La autora
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Anexo 5: Crioconservacion de cepas aisladas

Tomar las colonias de un cultivo fresco puro.

Inocular asépticamente dentro del fluido crioconservante de criotubos con perlas
porosas de Microbank ™,

Invertir 4 veces manualmente para homogenizar.

Dejar los tubos invertidos por 20 minutos.

Eliminar el exceso de crioconservante por aspirado con una pipeta.

Almacenar los criotubos a -70°C.

Figura 11. Crioconservacion de Campylobacter.
Fuente: La autora.
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Anexo 6: Pruebas complementarias para identificaciéon de Campylobacter.
Hidrélisis del hipurato.
Adicionar un in6culo de un cultivo freso en un tubo con 400ul de solucion de hipurato de
sodio al 1%.
Incubar a 37°C por 2 horas
Agregar 200 pl de solucién de ninhidrina, reposar por 10 minutos
Interpretacion:
Positivo: coloracién azul-purpura (Figura 12).

Negativo: ausencia de la coloracion.

Catalasa.

Colocar con un palillo colonias puras de un cultivo fresco en un portaobjeto
Agregar una gota de peréxido de hidrégeno al 3%

Interpretar:

Positivo: formacion de burbujas.

Negativo: ausencia de burbujas.

Oxidasa

Tomar con un palillo un in6culo de colonias puras.
Colocar el inéculo en tiras Oxistrip de Hardy Diagnostics.
Interpretar:

Positivo: coloracion violeta a los 10 - 30 segundos.
Negativo: ausencia de color.

\ ST, ,

Figura 12. Muestras positivas para prueba de hidrolisis de hipurato
Fuente: La autora
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Anexo 7: Determinacion de actividad antimicrobiana.

Colocar colonias de cultivo puro en 4ml solucion fisiol6gica hasta alcanzar una
turbidez equivalente a 0.5 en la escala de McFarlan.

Llevar a vortex para homogenizar.

Sembrar mediante hisopado continuo en Medio de cultivo Agar Muller Hilton de la
casa comercial Difco™ Laboratories, enriquecido con 5% de sangre a un pH 7.
Colocar los discos de sensibilidad a una distancia de 30 mm e incubar a 42° C por

48 horas en una atmosfera de microaerofilia.

Figura 13. Prueba de susceptibilidad para Campylobacter.
Fuente: La autora.
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Anexo 8: Extraccion de ADN de células bacterianas.

Preparacion de la muestra.

- Colocar 200 pl de PBS en untubo de 1,5 ml libre de nucleasas.

- Colocar en el tubo que contiene PBS cuatro asadas del cultivo cultivo fresco, dar
vortex.

- Centrifugar por 30s a velocidad méaxima (13000 rpm).

- Eliminar el sobrenadante y colocar 200 ul de PBS y dar vortex.

- Centrifugar por 30s a velocidad méxima (13000 rpm).

- Eliminar el sobrenadante y colocar 200 ul de PBS y seguir al paso 2.

Afadir 25 pl de OB Proteasa Solution, dar vortex para mezclar.

Afadir 220 pl de BL Buffer.

Incubar a 70°C durante 10 minutos, dar vortex durante la incubacion.

Afadir 220 pl de etanol al 100%, dar vértex para mezclar.

Insertar una mini columna (HiBind® DNA Mini Column) en un tubo de recogida de 2 ml.

Transferir toda la muestra a partir del paso 5 a la columna HiBind® DNAMini incluyendo

cualquier precipitado que pueda haberse formado (utilizar una pipeta).

Centrifugar a velocidad méaxima durante 1 minuto.

Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de recogida.

Afadir 500 pl de HBC Buffer.

Centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos.

Descartar el tubo de recogida.

Colocar la columna en un nuevo tubo de 2 ml.

Anadir 700 pl de ADN Wash Buffer.

Centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos.

Descartar el filtrado y reutilizar el tubo de recogida.

Repetir los pasos 14 a 16 para una segunda etapa de lavado con ADN Tampén de lavado.

Centrifugar la columna a la velocidad maxima durante 2 minutos para secar.

Transferir la columna en un tubo de 1,5 ml libre de nucleasas.

Afadir 100-200 pL del tampon de elucion caliente a 70°C.

Dejar reposar a temperatura ambiente 2 min.

Centrifugar a la velocidad maxima durante 1 minuto.

Repita los pasos 20 a 22 para la segunda etapa de elucion.
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Anexo 9: PCR - Multiplex para identificacion de Campylobacter.

Tabla 7. Matriz para PCR — Multiplex

Componentes Concentracion Volumen pl
final
Buffer 1x 5,00
DNTPs 200puM 0,50
Cl2mg 1,5uM 1,50
Primers:
Genero Campylobacter C412F 0,2uM 0,05
C1228R 0,2uM 0,05
C. jejuni subs. Jejuni C-1 0,2uM 0,05
C-3 0,2uM 0,05
C. coli CC18F 0,2uM 0,05
CC519R 0,2uM 0,05
C. upsaliensis CU61F 0,2uM 0,05
CU146R 0,2pM 0,05
C. fetus MG3F 0,2uM 0,05
CF359R 0,2uM 0,05
C. lari CLF 0,2uM 0,05
CLR 0,2uM 0,05
C. hyointestinales subs. HYO1F 0,2uM 0,05
Hyointestinales
HYOFET235R 0,2uM 0,05
Taq 5U/ul 1.25U 0,125
H20 16,17
DNA 1,00
Volumen final 25,00
Temperatura(°C) Tiempo (min) N° ciclos
Desnaturalizacidn inicial 95 15
Desnaturalizaciéon 95 0,5
Anillamiento 58 15 35
Extension 72 1
Extension final 72 7
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Anexo 10: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (35ml).

Pesar 0.525g de Agarosa UltraPure™ de Invitrogen y colocar en un vaso de precipitacion
de 50ml.

Adicionar 35ml de buffer TBE 1X.

Disolver calentando la solucién y evitar la formacién de burbujas y evaporacion de la
solucion.

Adicionar 3ul de SYBR safe DNA de Invitrogen™.

Poner la solucién en la bandeja para electroforesis.

Colocar las peinetas para la formacion de los pocillos.

Una vez formado el gel retirar las peinetas.

Colocar la bandeja con el gel en la cubeta para electroforesis horizontal Enduro™.

Llenar la cubeta hasta cubrir completamente el gel con buffer TBE 1X.

. Adicionar el marcador de peso molecular, los controles positivos C. coli y C. jejuni, el

blanco y las muestras a analizar.
Una vez terminada la carga de las muestras cubrir la cubeta conectando a la fuente de
poder Enduro™ marca Labnet y correr las muestras por 45 minutos a 28Volt y 300 mA.

Revelar el gel mediante luz UV 300 nm en el Transiluminador UV Labnet.

Figura 14. Electroforesis en gel de Agarosa
Fuente: La autora.
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