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RESUMEN

Campylobacter, es uno de los principales agentes etioldgicos de diarrea en el ser humano y
una de las principales causas de infecciones zoondticas entéricas. Ante la escasa presencia
de datos a nivel de pais sobre la incidencia de este agente etiologico, y dada su importancia
clinica y socioeconémica, se vio la necesidad en el presente estudio de determinar la
prevalencia de especies termotolerantes de Campylobacter. Se recolectaron 63 muestras
fecales de nifios con y sin diarrea del “Hospital Regional Isidro Ayora” obteniendo una
prevalencia del 8% (5). Al determinar las especies, C. jejuni subsp. jejuni constituyé la
especie con mayor aislamiento con un 60% (3) mientras que la asociacion C. jejuni subsp.
jejuni mas C. coli correspondié al 40% (2). Para C. coli, C. lari y C. upsaliensis no se

registraron datos.

Consecuentemente el presente estudio confiere datos relevantes sobre la presencia de
Campylobacter en la localidad, y sirve como referencia para estudios posteriores, que
permitan determinar la especie predominante en aves de corral o animales de compaifiia, y

ser comparada con datos obtenidos en humanos.

PALABRAS CLAVES: Campylobacter spp. C. jejuni subsp. jejuni, C. Cali.



ABSTRACT

Campylobacter is one of the major etiologic agents of diarrhea in humans and a leading
cause of enteric zoonotic infections; Given the paucity of data at the national level about the
incidence this etiologic agent, and given its clinical and socioeconomic importance, was the
need in the present study to determine the prevalence of thermotolerant species of
Campylobacter. 63 fecal samples were collected from children with and without diarrhea at
the "Hospital Regional Isidro Ayora" obtaining a prevalence of 8% (5). C. jejuni subsp. jejuni
and C. jejuni subsp. Coli C. jejuni represented 60% and 40% of the isolated species,

respectively. We did not observe C. coli, C. lari or C. upsaliensis.

Consequently, the present study gives relevant data on the presence of Campylobacter in
the town and serves as a reference for further study, both to compare to data obtained in

humans and to determine the primary Campylobacter species in poultry and pets.

Keywords: Campylobacter spp. C. jejuni subsp. jejuni, C. Coli.



INTRODUCCION

Las especies del género Campylobacter, son bacilos gram negativos, que poseen una forma
curva similar a alas de gaviota, son moviles por flagelacion mondtrica; monopolar o bipolar,
con metabolismo de tipo respiratorio. No crecen en aerobiosis ni en anaerobiosis, siendo
microaerofilos estrictos. Son oxidasa positiva y obtienen su energia de aminoacidos o
intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico. Pertenece a la familia Campylobacteraceae
del orden Campylobacterales, incluido en la clase Epsilonproteobacteria, phylum
Proteobacteria (Lapierre, 2013). Actualmente comprende 25 especies, la mayoria de las
cuales reconoce como reservorio natural a mamiferos y aves, tanto domésticos como de
vida libre (Lynch et al, 2011).

En la actualidad se reconocen 4 especies patdégenas para el ser humano: C. jejuni ssp.
jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis (Fernandez, 2011). La infeccion por Campylobacter
spp, es adquirida al consumir alimentos como carne mal cocida, mariscos, leche o agua
contaminados; al tratarse de una zoonosis, las bacterias se encuentran ampliamente
distribuidas en animales domésticos y silvestres. Las aves de corral son un importante
reservorio y el contacto directo con mascotas portadoras sanas o con diarrea es
responsable de mas de la mitad de las infecciones en los paises desarrollados (Spicer,
2009); lo que representa una infeccion que afecta a 400 millones de adultos y nifios en todo
el mundo (Man et al, 2010). El ingreso de Campylobacter spp al organismo humano puede
darse a través de la piel, las mucosas de las vias respiratorias, por via digestiva o urogenital,
etc (Longo et al, 2012).

En paises desarrollados son frecuentes los casos de infeccion por Campylobacter spp,
afectando aproximadamente al 1% de los europeos (Humphrey et al, 2007), Australia ha
reportado un estimado de 277.000 casos anualmente (Hall et al, 2005), Canad& ha adquirido
un promedio de 39 casos por cada 100.000 habitantes en la Ultima década (Arsenault et al,
2011) y Estados Unidos sefiala 13.000 hospitalizaciones y mas de 100 muertes cada afio
(Silva et al, 2011).

Argentina muestra una incidencia para Campylobacter spp del 15,2% (Tamborini et al,
2012).También dos estudios en Bolivia presentan una tasa de incidencia con el 10% (Pinto
D, 2004) y 14% (Sazetenea R, 2003), En Per( datos sefialan una prevalencia de 9,13%
(Hurtado et al, 2008). En Paraguay ocupa el tercer lugar como agente etiol6gico causante de

diarrea aguda (Orrego et al, 2014), Los datos registrados en nuestro pais con respecto a



Campylobacter spp, indican una prevalencia de 23% (Guderian et al, 1987) mientras que en
un estudio realizado en Pichincha indica una prevalencia de 3,37% (Briand, Leyrit y
Escalante, 1994). Un estudio mas reciente desarrollado en las ciudades: Pichincha vy
Esmeraldas, sefalan una incidencia de 8% y 1,3% respectivamente (Vasco et al, 2014).

Al ser considerado Campylobacter spp como el primer agente etiolégico de diarrea en el ser
humano en los paises desarrollados y el segundo o tercero en los paises en vias de
desarrollo, debido a la falta de datos sobre su prevalencia a nivel local, al tratarse de un
tema de salud publica desatendido y dada la importancia de esta patologia en nifios, en el
presente estudio “Prevalencia de las especies termotolerantes de Campylobacter (C. jejuni
subsp. jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis) en nifios con y sin diarrea del Hospital Regional
Isidro Ayora” se pretende conocer la realidad de la infeccibn por Campylobacter spp vy
considerar la posibilidad de instaurarlo en el diagnéstico rutinario de infecciones bacterianas
en los centros hospitalarios, pretendiendo que forme parte de los programas de vigilancia
sanitaria y sobre todo constituya un referente para programas de investigacion relacionados
a salubridad y consumo de alimentos, mejorando el contexto de la salud publica y

alimenticia.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO



1.1 Antecedentes

A nivel mundial, las infecciones diarreicas constituyen una de las principales causas de
mortalidad en nifios menores de 5 afios, las cuales ocasionan la muerte de cerca de 2
millones de nifios anualmente. En Africa, Asia y América Latina cada afio fallecen alrededor
de 3,3 millones de nifios por este sindrome afectando al desarrollo infantil (OMS, 2009). En
el Ecuador segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC), en el afio 2013 una
de las principales causas de morbilidad poblacional fueron las enfermedades diarreicas y
problemas de gastroenteritis. En la Provincia de Loja, segun el Ministerio de Salud Publica
(MSP), el numero de afectados por cuadros diarreicos fue de 18.884, en el 2009 ocupando
el tercer lugar en la region sierra, donde la mayor poblaciéon de afectados se centra en la

area rural con un 23% respecto al area urbana con un 20,6% (Guarderas, 2012).
1.2 Enfermedades diarreicas

Son infecciones que afectan el tracto digestivo, principalmente causadas por agentes
patdgenos como bacterias, virus o parasitos. La diarrea puede durar varios dias y puede
privar al organismo de agua, sales, y demas sustancias necesarias para la supervivencia del
individuo. La mayoria de las personas que fallecen por enfermedades diarreicas se debe a
la presencia de una grave deshidratacion y pérdida de electrolitos. La poblacion mas
expuesta a sufrir esta patologia son pacientes malnutridos, inmunodeprimidos o

inmunocomprometidos (Estébanez, 2005).

1.2.1 Diarrea.

Se define como diarrea la expulsién de deposiciones no formadas o ligeramente liquidas de
tres 0 mas veces al dia, o con una frecuencia mayor que la normal para la persona. La
presencia de diarrea suele ser un sintoma de una infeccion del tracto digestivo, provocada

por diversos organismos bacterianos, viricos y paréasitos (WHO, 2013).
1.3 Tipos de diarrea
1.3.1 Diarrea aguda.

Se considera como diarrea aguda aquella que dura menos de dos semanas. Se estima que
mas del 90% de casos de este tipo, se debe a la presencia de agentes infecciosos y se
manifiestan a menudo con vomito, fiebre, y dolores abdominales. La proporcion del 10%
restante se debe a la ingesta de medicamentos o sustancias téxicas, que atentan contra la

salud humana (Longo et al, 2012).



1.3.2 Diarreacronica.

Se define como diarrea cronica, aquella que presenta un periodo de duracién mayor a cuatro
semanas, en su mayoria las causas de esta diarrea no son infecciosas y se deben a otros
agentes como farmacos y alcohol, esta se clasifica en: diarrea secretora, osmética, del
viajero y fingida (Argente y Alvarez, 2013).

1.3.2.1 Diarrea secretora.

Se debe a alteraciones en el mecanismo de transporte de los liquidos y electrolitos a través
de la mucosa intestinal. Se caracterizan por ser voluminosas, acuosas, persistentes e
indoloras a pesar del ayuno. Sus principales causas de origen son el consumo a largo plazo
de etanol, la ingesta de farmacos, laxantes y la accion de toxinas bacterianas (Ej. Vibrio
cholerae) (Longo et al, 2012).

1.3.2.2 Diarrea osmoética.

Aparece al ingerir solutos osméticamente activos y poco absorbibles que atraen liquidos
hacia la luz intestinal, por una mala absorciébn de carbohidratos. Esta diarrea suele
desaparecer con el ayuno o al interrumpir la ingestién del producto nocivo (Argente y
Alvarez, 2013).

1.3.2.3 Diarrea del viajero.

Se caracteriza basicamente por afectar al 40% de los turistas que viajan a las regiones
endémicas de América Latina, Africa y Asia que estan expuestos a sufrir un cuadro diarreico
causado principalmente por la ingesta de alimentos, bebidas contaminadas o al entrar en
contacto directo con agentes patdgenos tales como: Escherichia coli enterotoxigénica,

Campylobacter, Shigella, Aeromonas y otros (Longo et al, 2012).

1.3.2.4 Diarreafingida.

Se la conoce también como diarrea ficticia o simulada, se debe a que pacientes se auto
administran laxantes o0 agregan agua u orina a las heces antes de enviar analizar al

laboratorio (Longo et al, 2012).

1.4 Bacterias

Las bacterias son células procariotas unicelulares que se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza, rios, tierra, hojas y raices de plantas, y en los seres vivos: piel

y tubo digestivo de animales (Prats, 2012).



1.4.1 Infeccion bacteriana.

Las infecciones bacterianas son causadas por microorganismos patégenos que se
transmiten desde diferentes reservorios naturales. Su ingreso al organismo humano se da a
través de varias vias: piel, mucosas de la vias respiratoria, digestiva o urogenital,
contaminacion directa con el agente patdgeno entre otras. Ciertas bacterias pueden acceder
al torrente sanguineo provocando una bacteriemia, como resultado se produce una infeccién
generalizada, con la alternativa de localizarse de manera secundaria en uno o mas 6rganos
distantes del lugar de ingreso. Existen varios agentes patégenos que se les atribuye el
origen de una infeccion diarreica: Escherichia coli, Campylobacter spp, Shigella, Salmonela,
Aeromonas, Listeria, Rotavirus, Giardia y otros agentes. En su mayoria las infecciones
bacterianas se transmiten por via fecal — oral, por contacto directo de persona a persona, 0
en su gran totalidad por la ingesta de alimentos mal cocidos 0 agua contaminada con heces
humanas o de animales. En personas con sistemas de respuesta inmunitario muy buena, la
flora fecal saprofita que abarca mas de 500 especies taxonémicas rara vez produce diarrea.
Si se evidencia un desequilibrio en el sistema inmunitario, el agente patdgeno supera las
respuestas inmunitarias del organismo y da lugar al origen de una infeccién bacteriana
(Longo et al, 2012).

1.5 Campylobacter spp

Campylobacter spp, es el agente causal mas importante de infecciones entéricas de
caracter zoonético y alimentario en el mundo, provocando mas casos de diarrea que
Salmonella, en los paises tanto desarrollados como en desarrollo, teniendo gran importancia
desde una perspectiva socioecondémica (OMS, 2011). La incidencia de infecciones por
Campylobacter spp notificadas, se ha incrementado notablemente en paises desarrollados
en los Ultimos afos (Rivera et al, 2011). Siendo las especies termotolerantes de
Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. lari y mas recientemente C. upsaliensis) las que han
adquirido gran importancia en salud publica, asociandose con problemas de gastroenteritis,
septicemia y particularmente como agentes de diarrea para el ser humano, provocando una

afectacion a nivel mundial (Fernandez, 2011).

El género Campylobacter spp, se compone de bacilos gramnegativos pequefios de 0,2 a 0,5
um de ancho y 0,5 a 5,0 um de largo. Presentan forma de coma y son moviles por la
presencia de un flagelo polar. La mayoria de las especies son microaerobias y necesitan
para su crecimiento una atmoésfera con menor concentracion de oxigeno (5-7%) y con

concentraciones mayores de diéxido de carbono (5-10%) (Murray et al, 2014).



1.5.1 Reservorios de Campylobacter spp.

Debido a la compleja epidemiologia de Campylobacter spp, se necesita un enfoque de
multiples niveles de control, teniendo en cuenta los diferentes reservorios de este agente
causal. Se habla que los principales reservorios son los animales; los mas sobresalientes
son las aves de corral, cerdos, bovinos, mariscos. También es una fuente de contaminacion
el agua potable no tratada, alimentos contaminados por heces fecales humanas o de
animales (Murray et al, 2014).

1.5.2 Factores de virulencia.

En los seres humanos la infeccién por Campylobacter spp, se produce preferentemente en
el intestino, donde Campylobacter provoca una mayor capacidad de colonizacién en las
células epiteliales del intestino, siendo este mecanismo de invasioén similar pero no idéntico
tanto en el hombre como en las aves. Tal es el caso de que C. jejuni tiene la capacidad de
sobrevivir en células epiteliales T84 humanas, pero no logra sobrevivir en los enterocitos de
pollo (Van deun et al, 2007). Para que se desarrolle un proceso de colonizacion por las
diferentes especies de este agente patdégeno, se requiere de procesos como motilidad,

adhesion, invasién y produccién de toxinas (Bang et al, 2003).
1.5.3 Motilidad.

El mecanismo de motilidad en Campylobacter spp, requiere de la accién flagelar y un
sistema quimiosensorial que impulsa el movimiento; mismo que se basa en las condiciones
ambientales y quimiotacticas presentes en el tracto gastrointestinal (Jagannthan y Penn,
2005).

El flagelo se compone de un cuerpo basal en forma de gancho y un filamento extracelular
(Lertsethtakarn et al, 2011). ElI complejo del cuerpo basal esta compuesto por diferentes
proteinas incluidas las Flagellar M-ring protein (codificadas por el gen Flif) que permite el
ensamble de estructuras en forma de anillo a la membrana celular. Mientras que el filamento
extracelular estd compuesto de multimeros de la proteina flagelina incluyendo una proteina
principal flagelina, FlaA (codificada por el gen flaA), y una proteina flagelina menor, FlaB
(codificada gen FlaB) (Hendrixson, 2006). Estas permiten el movimiento y coordinacion del
flagelo a través de un proceso de glicosilacién, Campylobacter cuenta con dos sistemas
independientes de glicosilacién, que le permiten la O-glicosilacion y N-glicosilacion de sus
proteinas. La O-glicosilacion modifica residuos de serina o treonina en la flagelina, mientras
que el sistema de N-glicosilacion lo hace en residuos de asparagina en mas de 30 proteinas

(Szymanski and Wren 2005). A diferencia de lo que ocurre en la O-glicosilacion, donde su
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papel parece esencial para la estructura y motilidad del flagelo, asi como en la adhesion e
invasion de las células del hospedador, en el caso de la N-glicosilacion se desconoce su
cometido en la patogénesis (Young et al, 2007).

1.5.4 Quimiotaxis.

Es el mecanismo a través del cual las bacterias pueden desplazarse hacia sitios que
presenten condiciones favorables que le permitan entrar al huésped. Este proceso se hace
posible con la acciébn de los quimio atrayentes primarios que son las mucinas y
glicoproteinas componentes principales del moco. Otros quimio atrayentes que interactian
en este proceso de invasion son sustratos metabdlicos (formiato, L-malato, D-lactato y
succinato) que se caracterizan por donar electrones, a diferencia de otros sustratos
(fumarato, sulfoxido de dimetilo, nitrito, nitrato y peroxido de hidrégeno) que actlan como
aceptor de electrones (Bolton, 2015).

1.5.5 Adhesion.

Para Campylobacter spp, la capacidad de adherirse a las células epiteliales

gastrointestinales del huésped es un prerrequisito esencial para la colonizacion.

Campylobacter spp, se adhiere a la célula hospedadora por union a fibronectinas presentes
en las células epiteliales gatrointestinales, a través de la accion de CadF (gen que codifica
para una proteina de unidon a fibronetina), este suceso genera un mecanismo de
sefializacién que promueve la activacion de pequefias GTPasas Racl y Cdc42 inductoras

de la internalizacion celular de Campylobacter spp al huésped (Bolton, 2015).
1.5.6 Invasion.

La invasion es fundamental para lograr la supervivencia de un agente patégeno en un
huésped, por lo tanto se cree que los flagelos presentan una segunda funcion, ademas de
contribuir con motilidad, estos flagelos secretan proteinas no flagelares esenciales para

colonizacion e invasion (Poly y Gerry, 2008).
1.5.7 Produccion de toxinas.

Campylobacter spp presenta la capacidad de sintetizar varias citotoxinas siendo la toxina de
hinchamiento citoletal (CDT) la mas importante al actuar bloqueando la enzima quinasa
CDC2 que es esencial para la transmision de las células epiteliales humanas de la fase G2 a

mitosis. Esta toxina se encuentra estructurada por tres subunidades y codificada por tres
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genes cdtA, cdtB y cdtC, la ausencia de uno o dos productos génicos produce una toxina
funcionalmente inactiva (Asakura et al, 2008).

1.5.8 Estructuras de carbohidratos.

Una de las ventajas que también contribuyen a la colonizacién y evasion de las respuestas
inmunes por parte del hospedador son la presencia de carbohidratos (lipooligosacaridos,
glicanos de unién tipo N & O), que se encuentran en la superficie de la célula bacteriana
facilitando la colonizacién y asociacién de genes (kspM, KspE & pgl), que incrementan la
invasion y reducen la inmunologia del huésped (Louwen et al, 2008).

1.5.9 Infeccién.

El ser humano adquiere infeccién tras consumir alimentos, leche o agua contaminada por
materia fecal. El alto indice de consumo de carne de pollo por parte de la poblacién a nivel
mundial es la causa responsable de mas de la mitad de las infecciones en los paises
desarrollados (Spicer, 2009). La patogenicidad de Campylobacter spp, se debe a la facilidad
que presenta este microorganismo para invadir la mucosa intestinal, tanto a nivel del
intestino delgado como del colon, dando lugar a la sintesis de una enterocolitis, atrofia
glandular, pérdida de la producciéon de mucus, abscesos de las criptas, y ulceracion de la
mucosa epitelial (Instituto de Salud Publica de Chile [ISPCH], 2014).

1.5.10 Sintomatologia.

La infeccidon gastrointestinal por Campylobacter spp, se caracteriza por la presencia de
diarrea acuosa, fiebre y dolor abdominal, alza de temperatura etc. Sin embargo, los
sintomas y signos no son distintos a otras infecciones causadas por otras bacterias, lo que
dificulta el diagndstico en el laboratorio etiolégico. El periodo de incubacién es de 2 a 5 dias,
pero puede extenderse hasta los 10 dias. Las infecciones extraintestinales por
Campylobacter spp como meningitis, osteomielitis y sepsis neonatal son raras, pero se han
reportado casos (ISPCH, 2014).

1.6 Diagnostico de Campylobacter spp
1.6.1 Recolecciony transporte de la muestra.

La recoleccion de la muestra es tomada por evacuacion espontanea o por hisopado rectal.
Se traslada al laboratorio en el menor tiempo posible en condiciones asépticas en recipiente

hermético a temperatura ambiente. Si el periodo de transporte de la muestra es mayor a dos
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horas se recomienda usar un medio de transporte Cary Blair o Campy thio y procesar de
manera inmediata o conservar a 4°C (Longo et al, 2012).

1.6.2 Microscopia.

Por medio de este examen se puede brindar un resultado presuntivo basado en la
morfologia caracteristica, es decir bacilos curvos con forma de S o alas de gaviota que

pueden tefiirse con una tincibn Gram, ver figural (Longo et al, 2012).

Figura 1. Bacilos curvos con forma de gaviota referente a Campylobacter.
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Fuente: El autor

1.6.3 Cultivos.

El aislamiento de Campylobacter spp se realiza a partir de muestras fecales, en medios de
cultivos selectivos y de acuerdo a las condiciones microaerobias Optimas de crecimiento (5-
7% de Oy; 5-10% CO,), con un periodo de incubacion de 48h a 42°C.

1.6.4 Medios selectivos para aislamiento de Campylobacter spp.

Para el aislamiento de C. jejuni y C. coli en placa se puede considerar diferentes medios:
medio Skirrow modificado, medio selectivo con base de carbon libre de sangre, Campy- BAP
y sangre de carnero al 10%, agar con carbon, cefoperazona y desoxicolato (CCDA)
modificado, agar semisdlido para movilidad, Campy-CVA y sangre de carnero al 5% (Longo
et al, 2012).



Para el aislamiento en placa de C. fetus subesp. fetus, C. jejuni subesp. doylei C.
upsaliensis, C. lari, C. hyointestinalis se puede utilizar diferentes medios: medio de Skirrow
modificado, medio selectivo con base de carboén libre de sangre, Campy-CVA, (CCDA), Agar
semisdlido para movilidad, etc (Longo et al, 2012).

Los medios selectivos deben contener sangre o carbon con el fin de eliminar los radicales
libres del oxigeno, también se afaden antibioticos para evitar el crecimiento de
microorganismos contaminantes, para crear una ambiente adecuado para el crecimiento de

Campylobacter (Murray et al, 2014).
1.6.5 Identificacién fenotipica.

La identificacion se logra con la revisién de la placa, se debe apreciar el crecimiento de
colonias gris rosado o gris amarillento caracteristico de este microrganismo, en algunos
casos se puede apreciar un efecto de crecimiento expandido de colonias sobre la linea de

estriado, ver figura 2 (Forbes et al, 2007).

Figura 2. Crecimiento de colonias puras de Campylobacter.

Fuente: El autor

1.6.6 Identificacién molecular.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una técnica que permite amplificar moléculas o

segmentos especificos de DNA. Para obtener copias de forma réapida, precisa y en grandes
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cantidades de un segmento determinado de DNA (Gonzélez, 2010). La PCR, consta
generalmente de 20 a 30 ciclos y cada ciclo consta de tres fases diferentes, la primera fase
consiste en desnaturalizar, proceso que se realiza a una temperatura de 95°C (Oliva et al,
2008), una segunda fase que consiste en hibridar los oligonucle6tidos para que sean
complementarios a la regién que se busca amplificar esta fase se realiza en temperaturas
gue oscilan entre 35°C y 60°C de acuerdo a los cebadores a utilizar (Coleman y Tsongalis,
2006), y una tercera fase que radica en la elongacién del complemento de la region a

amplificar, esta se realiza a 72°C (Oliva et al, 2008).

Para visualizar las moléculas de DNA obtenidos de la PCR se emplea la técnica de
electroforesis. Estas moléculas al ser sometidas a tincién con bromuro de etidio o sybr safe
colorantes que intercalan entre las bases nitrogenadas del DNA, permite emitir una
fluorescencia al ser sujeto a radiacion ultravioleta. Esta técnica se realiza al someter
moléculas de DNA en un gel que puede estar compuesto de agarosa, que permite separar
moléculas de hasta 50.000 bases (Oliva et al, 2008).

1.7 Tratamiento

Campylobacter spp es sensible a diversas clases de antimicrobianos incluido macrélidos y

quinolonas especialmente eritromicina y ciprofloxacina respectivamente.
1.7.1 Fluoroquinolonas.

Son bactericidas potentes contra diversas especies de Campylobacter. Las concentraciones
minimas inhibitorias (MIC) por parte de las fluoroquinolonas para el 90% de esta especie
suelen ser menores de 0,2 ug/ml. Actian contra la DNA girasa bacteriana y la topisomerasa
IV lo cual impide que se realice la replicacion y por ende la transcripcion del DNA bacteriano
(Brunton et al, 2011).

1.7.2 Macroélidos y cetélidos.

Son farmacos que presentan actividad antibacteriana contra C. jejuni con una concentracion
minima inhibitoria (MIC) de 0,5 a 4 ug/ml. Son farmacos bacteriostaticos que inhiben la
sintesis proteica al unirse de manera reversible a la subunidad 50S de microorganismos
(Brunton et al, 2011).

1.8 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es la resistencia de un microorganismo hacia un medicamento

antimicrobiano al que originalmente era vulnerable. Los organismos como bacterias,
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hongos, virus y algunos parasitos pueden presentar mecanismos para resistir a ataques de
medicamentos antimicrobianos tales como antibidticos, fungicidas, antivirales 'y
antipaludicos, lo cual provoca que los tratamientos convencionales se vuelven ineficaces y
las infecciones persisten por mucho mas tiempo, incrementando el riesgo de propagacion.
La evolucibn de las cepas resistentes es un fendémeno natural por parte de los
microorganismos cuanto éstos se ven expuestos al ataque de farmacos antimicrobianos, y
es posible un intercambio de caracteristicas de resistencia entre ciertos tipos de bacterias.
El uso inadecuado de antibioticos acelera ese fendmeno natural. Con frecuencia las
infecciones causadas por microorganismos resistentes, no responden al tratamiento
ordinario reduciendo la eficacia del medicamento e incrementando el riesgo de propagacion
a otras personas. Latasa de mortalidad de pacientes con infecciones graves tratados en
hospitales duplica aproximadamente la tasa de pacientes con infecciones provocadas por
bacterias no resistentes (WHO, 2014).

1.8.1 Resistencia bacteriana en campylobacteriosis.

La resistencia de Campylobacter spp a antibiéticos de primera linea como fluorogquinolonas y
macrolidos se debe en gran parte al uso indiscriminado e inadecuado de antibiéticos, por
parte del hombre y también a los propios mecanismos de defensas de la bacteria para lograr
su supervivencia. Para reducir la resistencia de Campylobacter spp a fluoroquinolonas y
macrolidos se ha recomendado no utilizar estos antimicrobianos en animales, con fines
profilacticos en la industria avicola, ni como forma de automedicaciéon en la poblacién

humana (Rivera et al, 2011).

En la actualidad se evidencia un porcentaje en aumento de resistencia a ciprofloxacina en
Campylobacter spp y en menor proporcion de eritromicina, siendo este ultimo el antibiético
de eleccién para tratar la campylobacteriosis advirtiendo a la poblacion humana de tomar
medidas y evitar que los indices de resistencia a antibiéticos por parte de este

microorganismo patdégeno continle en aumento (Bonnmar et al, 2007).

1.8.2 Campylobacter jejuni subsp jejuni.

Un estudio realizado recientemente en Canadé, muestra datos comprometedores con un
indice de alrededor de 145.000 casos dentro de una poblacién de 32,5 millones de
habitantes, constituye el tercer patdgeno alimentario mas frecuente después de norovirus y
Clostridium perfringens (Thomas et al., 2013). Es una especie considerada como agente
enteropatégena para el hombre de origen zoondético, que necesita de un ambiente de 42-
43°C para su desarrollo (Fernandez, 2008). Al igual que la gran mayoria de la infecciones

por Campylobacter spp. Esta especie no es la excepcion, en gran parte las infecciones por
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C. jejuni son por contacto directo con la materia fecal humana contaminada o la
manipulacion y el consumo de productos carnicos de aves de corral, a los cuales se los
reconoce como una importante fuente de contaminacion para el hombre (Guévremont et al,
2015).

El ambiente de C. jejuni para reproducirse es muy exigente por lo cual a temperatura
ambiente o condiciones normales de almacenamiento es incapaz de multiplicarse, pero se
sabe que tiene la capacidad de sobrevivir durante meses a 4°C siendo este probablemente
un factor para dar paso a la gran incidencia de Campylobacter en la cadena alimentaria
(Jackson et al, 2009).

Este agente patdégeno se caracteriza porque invade el sistema circulatorio. Dicho proceso de
invasion tan solo dura a inicios de la infeccién, debido a la respuesta inmediata del sistema
inmunitario del individuo que actda para eliminarlo de la circulacion. Tras la lucha del
sistema inmunitario ante la bacteria C. jejuni presenta la cualidad de adherirse al epitelio del
intestino delgado y grueso; con la ayuda de sus factores de virulencia a pesar de carecer
fimbrias. Se ha catalogado que algunas estructuras como la existencia del flagelo en uno de
sus extremos y algunas proteinas presentes en la membrana externa y lipopolisacaridos
(LPS), acttan como adhesinas lo que contribuye al proceso de adhesion a las células

epiteliales. Desencadenando el génesis de una infeccion intestinal (Fernandez, 2008).

C. jejuni se diferencia de C. coli debido a que la primera antes mencionada presenta la
capacidad de resultar positiva para la prueba de hidrolisis del hipurato de sodio, siendo esta
la Gnica especie positiva para esta prueba. Se considera a C. jejuni como la especie

precursora del Sindrome de Guillain Barré.

1.8.2.1 Sindrome de Guillain Barré.

Sindrome de Guillain-Barré (GBS) es el principio mas habitual de la paralisis flacida aguda
(Tam et al, 2007). Se habla actualmente de una distribucién mundial con tasas bajas de
incidencia que fluctian entre 1 y 3 casos por cada 100 000 habitantes. Se estima 1 caso
alrededor por cada 2000 infecciones, siendo este sindrome una secuela de la enteritis
causada por Campylobacter, dado que existen evidencias de un desarrollo natural de
inmunidad de la especie humana en especial en los paises en vias de desarrollo. Por tanto
es probable que a futuro se pueda sintetizar una vacuna para frenar los indices que van en
aumento por este agente patégeno (Mandell et al, 2002). Este sindrome afecta a personas
de todas las edades, particularmente alcanza una incidencia alta en personas mayores entre
50y 70 aiios de vida (Montes de Oca & Victorero, 2014).
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Segun el Instituto Nacional de Trastornos Neurologicos y Accidentes Cerebrovasculares en
este sindrome el sistema inmunolégico del cuerpo comienza a atacar al propio organismo,
siendo lo méas probable que este proceso se dé luego de que el cuerpo active el mecanismo
de defensa contra estructuras extrafias que atentan al organismo, lo que causa un dafio
neuroldégico que se inicia con la destruccion de la cobertura de la mielina que rodea los
axones de los nervios; acelerando el proceso de transmision de sefales. Las sefales al no
ser trasmitidas de manera eficiente provoca que los musculos comiencen a perder su
capacidad de responder a las 6rdenes del cerebro, frente a la existencia de una red nerviosa
dafiada (INTNAC, 2007). Varios agentes patdgenos se cree que desencadenan GBS,

principalmente C. jejuni (Tam et al, 2007).

1.8.3 Campylobacter coli.

C. coli, y C. jejuni son especies que se relacionan con diarrea bacteriana en los seres
humanos en todo el mundo. Las infecciones por C. coli generalmente ocurren de manera
esporadica después de la ingestion de alimentos mal manipulados o contaminados

accidentalmente (Luber et al, 2003).

1.8.4 Campylobacter lari.

Esta especie en la actualidad es reconocida como agente de diarrea y septicemia en el
hombre. Se asocia a brotes de diarrea causados por la ingesta de agua contaminada. Sus
reservorios mas importantes son aves marinas, principalmente gaviotas, aunque también

puede ser aislada de otros animales (Fernandez et al, 2008).

1.8.5 Campylobacter upsaliensis.

Esta especie se caracteriza porque presenta la capacidad de producir diarrea principalmente
en pacientes imunocompetentes e inmunocomprometidos. Esta especie presenta la ventaja de
crecer a 37- 42°C y una débil o nula produccion de catalasa. Ha sido aislada de varios animales
(perros, gatos, patos, monos, pelicanos, gorriones y gallinas). Sus mecanismos de
patogenicidad aun no estan bien definidos, aunque se le reconoce la capacidad de adherencia
a células de origen endotelial. El sindrome de Guillain Barré y el sindrome Urémico

Hemolitico han sido descritos como secuelas post-infeccion (Fernandez et al, 2008),
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS



2.1 Metodologia

Se recolectaron 63 muestras fecales (con y sin diarrea) de nifios menores de 10 afios que
acudieron al Hospital Regional Isidro Ayora de la ciudad de Loja, durante septiembre-
diciembre de 2014. Las muestras fueron obtenidas por evacuacion espontanea y trasladada

al laboratorio asépticamente en el menor tiempo posible a temperatura ambiente.
2.2 ldentificacién fenotipica de Campylobacter spp

Las muestras fueron sembradas en medio de cultivo selectivo agar sangre (OXOID) mas
suplemento selectivo para Campylobacter spp Butzler o Blaser (OXOID) (Anexo 1) y
simultdneamente se realizé un frotis directo de la muestra para tincion Hucker (Anexo 2,3y
4). Las placas petri fueron almacenadas en un recipiente o jarra de anaerobiosis, en

conjunto con un parche de anaerobiosis CampyGen™ 2,5L e incubadas a 42°C por 48 h.
2.2.1 Crecimiento bacteriano.

Las colonias de Campylobacter spp, se caracterizan por ser grisaceas y diseminarse por la
estria de la siembra. Para corroborar el crecimiento se hizo un frotis de las colonias

sospechosas para tincién Hucker (Anexo 5).
2.2.2 ldentificacion bioquimica de Campylobacter spp.

Para la identificacion de C. jejuni subsp. jejuni en relacién a C. coli se procedi6 a utilizar la

técnica de hidrélisis del hipurato (Anexo 8y 9).

2.2.3 Cultivo por filtracion pasiva.

Este proceso se realizé en las muestras en las cuales se evidencié contaminacion
microbiana con el objetivo de aislar colonias puras, para ello se hizo uso de papel filtro
Millipore de 0,45 pm (Anexo 6).

2.3 Crioconservacion de muestras positivas

Las especimes positivas fueron conservadas dentro de tubos CRYOBANK ™ a una

temperatura de -70°C (Anexo 7).

2.4 Identificacion molecular de Campylobacter spp

Para la identificacion molecular se procedi6 a la extraccion de DNA a través del kit comercial
E.Z.N.A. DNA Kit Células Cultivadas (OMEGA bio-tek) de acuerdo al protocolo establecido

(Anexo 10).
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Se realizdé Reacciéon en Cadena de la Polimerasa Multiplex (MULTIPLEX-PCR), de acuerdo

a los protocolos recomendados por Yamazaki-Matsune et al, 2007 (Anexo 11).

Las cepas control fueron ATCC (C. jejuni DSM4688 y C. coli DSM4689), proporcionadas por
el Instituto de Microbiologia Clinica de la Facultad de Medicina de la Universidad Austral de
Chile. Los pares de primers (Invitrogen Custom Primers) se indican en la tabla 1. La
MULTIPLEX-PCR, se realiz6 en un termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler con las
siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacién a 95°C, 35 ciclos de anillamiento a
58°C, 25 ciclos de extension a 72° C y 1 ciclo de extension final a 72°C.

Para visualizar las moléculas de DNA obtenidas de la MULTIPLEX-PCR se empleé6 la
técnica de electroforesis con un marcador de 100 bp de la casa comercial Invitrogen
(Tracklt™ 100bp DNA Ladder). (Anexo 12,13y 14).

Las moléculas al interactuar con sybr safe (Invitrogen) emiten una fluorescencia al ser
sujetas a radiacion ultravioleta, para lo cual se utilizo el equipo ENDURO™ GDS TOUCH
Labnet. La interpretacion de las bandas se hizo de acuerdo al peso molecular de cada
especie segun Yamazaki-Matsune et al, 2007.

Tabla 1. Secuencias de primers utilizados para la MULTIPLEX-PCR para identificaciéon de
especies de Campylobacter spp.

Especie Tamafio Gen Primer Secuencia (5’-3’)
(bp)
Género 16S C412F (DNA)- GGA TGA CAT TTT TGG GAG C
Campylobacter 816 Rrna C1228R (DNA)- CAT TGT AGC ACG TGT GTC
C. hyointestinalis 23S HYO1F (DNA)- ATA ATC TAG GTG AGA ATC CTA G
Subsp. 611 Rrna HYOFET235R | (DNA)- GTC TCG CAT AGC TAA CAT

hyointestinalis

CC18F (DNA)- GGT ATG ATT TCT ACA AAG GGA G
C. coli 502 askt CC519R (DNA)- ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTG
MG3F (DNA)- GGT AGC CGC AGC TGC TAA GAT
C. fetus 359 CStA CF359R (DNA)- AGC CAG TAA CGC ATA TTA TAG TAG
CLF (DNA)- TAG AGA GAT AGC AAA AGA GA
C. lari 251 glyA CLR (DNA)- TAC ACA TAA TAA TCC CAC CC
C. jejuni subsp. c1 (DNA)- CAA ATA AAG TTA GAG GTA GAA TGT
jejuni 161 Cjo414s c3 (DNA)- CCA TAA GCA CTAGCT AGC TGA T
CU61F (DNA)- CGA TGA TGT GCA AAT TGA AGC
C.upsaliensis 86 IpXA CU146R (DNA)- TTC TAG CCC CTT GCT TGA TG

Fuente: Yamazaki-Matsune et al, 2007.
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2.5 Resistencia bacteriana

Para determinar la resistencia bacteriana de diferentes especies de Campylobacter se usoé el
Método de Kirby-Bauer o difusion en agar Muller Hinton de la casa comercial Difco™ mas
5% de sangre humana o de cordero (Anexo 15y 16) con un inéculo de 0,5 en la escala de
McFarland a una temperatura de 42°C en condiciones de anaerobiosis, de acuerdo a las
recomendaciones del Comité de Antibiograma de la sociedad Francesa de Infectologia (CA-
SFM) / Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST).

Los antibidticos utilizados fueron: ciplofloxacina (CIP-5 pg), ampicilina (AMP-10 ug),
amoxicilina-acido clavulanico (AMC-20/10 ug), tetraciclina (TE-30 pg), gentamicina (GM-
10ug) y eritromicina (ER-15 pg) de la casa comercial BBL™ Sensi-Disc™ Susceptibility Test
Discs.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION



En la presente investigacion realizada en la ciudad de Loja se determiné la prevalencia de
las especies termotolerantes de Campylobacter (C. jejuni subsp. jejuni, C. coli, C. lari y C.
upsaliensis) en nifios con y sin diarrea del Hospital Regional Isidro Ayora (HRIA), durante el
periodo Septiembre - Diciembre 2014. Se analiz6 un total de 63 muestras fecales de las
cuales se obtuvo una prevalencia de 8% positivas para Campylobacter (5) tabla 2 y 3.

Tabla 2. Identificacién de Campylobacter spp, en muestras fecales de pacientes
pediatricos.

Muestras N° de muestras Porcentaje (%)
Negativas 58 92
Positivas 5 8
TOTAL 63 100

Fuente: El autor

Tabla 3. Prevalencia de especies termotolerantes de Campylobacter.

Especie Muestras positivas Porcentaje (%)
C. jejuni subsp. jejuni 3 60
C. jejuni subsp. Jejuni + C. coli 2 40
C. coli 0 0
C. lari 0 0
C. upsaliensis 0 0
TOTAL 5 100

Fuente: El autor

La prevalencia de C. jejuni subsp. jejuni en el presente estudio es del 60%. Datos similares a
los obtenidos en un estudio desarrollado en Brasil 57,1% (Da Silva Quetz et al, 2010), y
Bolivia 63% (Orrieta, 2009). Sin embargo, se registran cifras mayores donde Argentina
sefiala una prevalencia del 96% (Tamborini et al, 2012), Canada 90.9% (Lévesquet et al,
2013) y Peru 84,6% (Perales et al, 2002). Resultados menores en comparacioén a nuestro
estudio se registraron en Uruguay 14,3% (Mota et al, 2010), Bolivia 8,75% (Pinto D, 2004),
Brasil 4,6% (Fernandez et al, 2008) y Chile 2,1% (Rivera et al, 2011). Es importante indicar,
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que a nivel de pais estudios realizados en las provincias: Pichincha y Esmeraldas, sefialan
también una incidencia menor a nuestros datos alcanzados con un 55% y 0,6%

respectivamente (Vasco el at, 2014).

La incidencia de C. jejuni subsp. jejuni en nuestra investigacion ratifica que es la especie
mas frecuente que causa infeccion en el hombre (Rivera et al, 2011). La mayoria de las
infecciones son esporadicos y por lo tanto es dificil de identificar la fuente de contaminacion,
pero también se conoce que la falta de asepsia en la manipulacién y el consumo de
productos carnicos de aves de corral y el contacto con animales infectados son una fuente

de contaminacion para los seres humanos (Rapp et al, 2012).

Un dato importante, es que se reportaron casos de co-infeccién para C. jejuni subsp. jejuni,
mas C. coli, con una prevalencia del 40%, una incidencia menor se reporta en un estudio
realizado en Brasil que indica una frecuencia de aislamiento de 1,8% (Da Silva Quetz et al,
2010). Sin embargo existen antecedentes a nivel de pais que sefialan casos de co-infeccion
de C. jejuni subsp. jejuni asociado con otros agentes enteropatogenos: Rotavirus, Shigella,
Giardia lamblia, Salmonella, con una prevalencia del 10% (Guderian et al, 1987). Mientras
que cifras publicadas en Argentina (Fernandez et al, 2008) y en Uruguay (Mota et al, 2010)
sefialan que no existen datos que indiquen la asociacion entre estas dos especies. Cabe
destacar que la presencia de co-infecciones incrementa la posibilidad de presentar cuadros

diarreicos (Vasco et al, 2014).

Para C. coli, no se registraron datos de prevalencia, en relacion a estudios realizados en
Bolivia que indican un 30% (Orrieta, 2009). Asi mismo, investigaciones efectuadas en
diversos paises muestran niveles inferiores de incidencia: Canada 5% (Lévesquet et al,
2013), Argentina 4% (Tamborini et al, 2012), Brasil 1,9%; 1,8% (Da Silva Quetz et al, 2010);
(Fernandez et al, 2008) y Bolivia 1,25% (Pinto D, 2004).

Hernandez et al (2013), sefiala que C. coli es reconocido como la segunda especie mas
aislada correspondiendo al 10% o 15% dentro de los casos de campylobacteriosis, a
diferencia de C jejuni quien ocupa el primer lugar, siendo este el responsable de entre el
80% y 85% de las infecciones. Ademas se cree que la baja incidencia de C. coli se debe, a
que este agente patogeno tiene como reservorio natural mas frecuente a los cerdos, a
diferencia de C. jejuni, que tiene a las aves de corral como su principal reservorio, siendo la
carne de pollo una de mayor consumo a nivel mundial en relacién a productos carnicos de

origen porcino (Murray et al, 2014).

Para C. lari no se registraron datos de prevalencia en nuestra investigacion a diferencia de
otros estudios desarrollados en Bolivia que presenta un 6,8% (Orrieta, 2009), en Brasil 3,7%
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(Fernandez et al, 2008), y Canada 1% (Lévesquet et al, 2013). Sin embargo en Chile se
evidencia una prevalencia de 4,6 % aislado de aves y mamiferos (Lastovica y Skirrow 2000).

C. lari es un enteropatégeno de baja prevalencia en seres humanos (Lastovica y Skirrow
2000). Siendo esto corroborado por Fernandez et al. (2008) que indica que la frecuencia de
aislamiento de C. lari es menor que la de C. coli, ya que estd asociada principalmente a
brotes de diarrea producidos por ingesta de agua contaminada. También esta especie se
encuentra en abundancia en agua natural, y es un habitante normal del tracto digestivo

intestinal de las gaviotas (género Larus) (Keller et al, 2011).

Para C. upsaliensis no se registraron datos de prevalencia en nuestro estudio a diferencia
de un estudio realizado en Brasil que presenta una prevalencia del 7,9% (Fernandez et al.
2008). Esto es corroborado aunque en menor proporcién por una investigacion realizada en
Canada con una incidencia de 1% (Lévesquet et al, 2013). A diferencia de un estudio
realizado en Argentina en animales de compafiia para el ser humano (caninos, felinos y

aves) que sefialan una prevalencia de 5,5% (L6pez et al, 2003).

C. upsaliensis presenta una menor prevalencia en relacion a C. jejuni subsp. jejuni, como
causa de gastroenteritis y bacteriemia en nifios, a pesar de no estar bien esclarecido su
importancia como patégeno entérico para los animales de compafiia, pero debido a que se
aisla frecuentemente de heces, tanto de perros y gatos sanos como con diarrea, se indica
gque este es un factor principal de riesgo asociado con las infecciones por esta especie en
seres humanos (Jiménez et al, 1999).

Entre las distintas técnicas de identificacion de Campylobacter spp, una de mayor
especificidad y sensibilidad a nivel metodologico presenta la técnica de MULTIPLEX-PCR

(Klena et al, 2004). A continuacion se muestra los resultados obtenidos en la figura 3.

Figura 3. MULTIPLEX-PCR, para determinacion de Campylobacter.

" (bp) M __ .v’“cl—". = S K — - ; ;3 4 AN ,,A(!?PL.‘

1000

s16| Género Campylobacter.

» 502 C. coli.

» 161 C. jejuni subsp. jejuni.

bp: Pares de bases; M: marcador de peso molecular; C1: control positivo C. coli, ATCCDSM4689;
C2: control positivo C. jejuni subsp. jejuni, ATCCDSM4688; 1-5: muestras; B: blanco.

Fuente: El autor
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El uso de métodos de biologia molecular en laboratorios de microbiologia clinica, pretende
brindar apoyo a la obtencion de resultados altamente sensibles y especificos en el menor
espacio de tiempo posible, y a su vez complementar los métodos de diagndstico

microbiologico (Méndez y Pérez, 2004).

Adicionalmente en la presente investigacion se evalué la susceptibilidad antimicrobiana de 6

antibioticos frente a Campylobater spp, cuyos resultados se detallan en la tabla 4 y figura 4.

Tabla 4. Susceptibilidad bacteriana de especies de Campylobacter.

Muestra Especie AMP-10 AMC-20/10 TE-30 CIP-5 ER-15 GM-10
S (H9) (H9) (H9) (H9) (H9) (H9)

1 Cjejuni + C coli S S S R S S

2 C jejuni + C coli S S R R S S

3 Cjejuni S S R R S S

4 Cjejuni S S S R S S

5 Cjejuni S S R R S S

S: sensible; R: resistente; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulanico; TE: tetraciclina;
CIP:ciprofloxacina; ER:eritromicina; GM:gentamicina.

Fuente: El autor

Figura 4. Susceptibilidad bacteriana en especies de Campylobacter.
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Fuente: El autor
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Un dato significativo que emitié la investigacion realizada fue la resistencia en un 100% a
ciprofloxacina. La Unidn Europea sefiala una tasa de resistencia de 54,6%, siendo Espafia
el pais que presenta cifras similares de resistencia respecto a nuestro estudio con un 91,5%
(Efsa & Authority, 2015). Mientras que un estudio emprendido en Bolivia indica un tasa de
resistencia de 70,4% (Orrieta, 2009). De igual forma un trabajo investigativo en Argentina
revela un 65% (Tamborini et al, 2012), a diferencia de una investigacion desarrollada en
Chile que presenta una tasa de resistencia menor con un 32,4% (Garcia et al, 2009). Asi
mismo otro trabajo investigativo efectuado en Chile sefiala una resistencia de 33,3% (Rivera
et al, 2011).

El incremento de la resistencia de Campylobacter spp, a quinolonas en los reservorios de
animales puede conducir fallos en el tratamiento de las diarreas producidas por estos
microorganismos en el hombre. Para reducir la resistencia de Campylobacter spp a
fluoroquinolonas se ha recomendado no utilizar estos antimicrobianos en animales con fines

profilacticos (Orden y De la Fuente, 2001).

Ademas el estudio realizado revel6 que todos los casos positivos para Campylobacter spp,
resultaron ser sensibles en un 100% a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, eritromicina
y gentamicina. Con respecto a ampicilina datos muy cercanos a los obtenidos se muestran
en un estudio desarrollado en Burkina Faso con una tasa de 75,9% (Sangaré et al. 2012),
también una sensibilidad menor sefiala un estudio realizado en Chile con una tasa de 6,8%
(Garcia et al, 2009). En relaciéon a amoxicilina-acido clavulanico una investigacion efectuada
en Bolivia presenta iguales resultados a los obtenidos 100% (Orrieta, 2009), esto es
corroborado por un estudio elaborado en Burkina Faso con un 96.6% (Sangaré et al, 2012).
Con respeto a eritromicina un dato similar al obtenido, se presenta en un trabajo en Chile
con un 100% (Rivera et al, 2011), Burkina Faso presenta un dato con una sensibilidad de
89,7% (Sangaré et al, 2012), y Bolivia 38,7% (Orrieta, 2009). En lo que concierne a
gentamicina dos estudios ejecutados presentan una sensibilidad similar a la alcanzada en la
presente investigacion, tanto en Bolivia con un 100% (Orrieta, 2009) y en Burkina Faso

también con un 100% de sensibilidad frente a este antibiético (Sangaré et al, 2012).

Lehtopolku et al, (2012) sefiala que la determinacion precisa de la sensibilidad in
vitro de Campylobacter, es de gran importancia para garantizar una terapia antimicrobiana y

también, para el monitoreo eficaz de la resistencia a los antimicrobianos a nivel mundial.
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CONCLUSIONES

De un total de 63 muestras analizadas el 8% (5) resultaron ser positivas para
Campylobacter spp.

C. jejuni subsp. jejuni, presento una prevalencia del 60%.

La asociacion entre C. jejuni subsp. jejuni, mas C. coli, presento una prevalencia del
40%.

C. coli, C. lari y C. upsalienses no registraron datos en este estudio.
De las muestras positivas para Campylobacter spp el 100% presento resistencia a
ciprofloxacina seguido del 60% a tetraciclina, mientras que el 100% mostro

sensibilidad para ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, eritromicina vy

gentamicina.
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RECOMENDACIONES

Continuar con mas proyectos de investigacion para determinar la prevalencia de
Campylobacter spp, tanto en nifios como en alimentos de origen aviar y animales de
compafia a nivel de pais, y con ello obtener datos actuales que describan la
incidencia y su posible correlacion epidemiolégica.

Facilitar nuestra informacién al Ministerio de Salud Publica, para que en la medida de
lo posible se incluya el diagnéstico de Campylobacter spp, de forma rutinaria en las

diferentes casas de salud a nivel nacional.

Hacer campafas de concienciacion acerca del uso y mal uso de antibiéticos y reducir
la administracion excesiva e indebida de antimicrobianos a los animales destinados
al consumo humano, con el fin de proteger la salud humana, tanto a nivel clinico y

veterinario.

Solicitar al Ministerio de Salud Publica la implementacién de campafias de regulacién

y vigilancia sobre el uso irracional de antibiéticos en el ambito clinico y veterinario.
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ANEXOS



ANEXO 1. PREPARACION DE MEDIO SOLIDO SELECTIVO BUTZLER (1000 ml).

» Trabajar en condiciones asépticas.

» Preparar los medios de cultivo de acuerdo a las especificaciones de la etiqueta Brain
Heart Infution (OXOID) and Yeast Extract (OXOID).

» Pesar y colocar los distintos componentes segun calculos en un frasco de vidrio

graduado de 1L.

Mezclar homogéneamente hasta disolver completamente.

Aforar con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 970 ml.

Medir el pH a 7.

Autoclavar el medio.

Agregar 10 ml de antibi6tico Butzler y sangre humana o de cordero al 5%.

Dispensar en placas Petri.

YV V. V V V V V

Conservar en refrigeracion a 4°C.

PROCESO PARA MEDIR PH DE MEDIOS DE CULTIVOS.

Trabajar en condiciones asépticas.

Encender el peachimetro y agitador magnético.

Colocar el frasco con medio sobre agitador magnético.

Lavar y secar cuidadosamente el electrodo con agua destilada.
Introducir el electrodo sobre el frasco.

Esperar unos segundos y hacer lectura.

Repetir pasos anteriores hasta ajustar el pH deseado.

V V. V V V V V V

Limpiar y apagar el peachimetro.

NOTA

Si tras la lectura se obtiene un valor elevado al deseado 7 (+/- 0,2) se utiliza acido
clorhidrico para bajar y obtener el valor 6ptimo. Si se obtiene un valor bajo a lo requerido,

se utiliza hidréxido de sodio para subir el mismo.

38



RECONSTITUCION DEL ANTIBIOTICO.

» Sacar el antibiético Butzler de
refrigeracion para que alcance una

temperatura ambiente.

» Tomar con una jeringa de 5 ml o

10 ml agua destilada estéril.

» Introducir el agua estéril por la
parte superior del vial del

antibidtico (por las paredes).

» Agitar lentamente hasta que se
disuelva completamente evitando
la formacion de burbujas y verter
sobre el medio de cultivo.
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DISPENSACION DEL MEDIO.

» Trabajar en la cabina de flujo laminar.

A\

Encender el UV de la cabina 30 minutos antes de empezar a trabajar.

» Sacar el medio Butzler del autoclave y dejar que alcance una temperatura de 50°C
para agregar la sangre humana o de cordero al 5% y antibi6tico Butzler.

» Dispensar el medio en cajas Petri y almacenar en refrigeracion a 4°C en direccion

boca abajo y dejar una caja en la estufa a 37°C por 24 h para control.

ANEXO 2. TINCION GRAM.

» Preparar un frotis de la muestra.

» Cubrir con cristal violeta por 1

minuto y lavar con abundante agua.

» Cubrir con lugol por 1 minuto y
lavar con abundante agua.

» Cubrir con alcohol cetona por 30
segundos y lavar con abundante
agua.
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> Finalmente cubrir la muestra con

safranina por un minuto.

» Lavar con abundante agua Yy dejar

Secar.

ANEXO 3. TINCION VAGO.

» Fijar la muestra.

> Colorear con mercurio cromo
durante 4 minutos y lavar con

abundante agua.

» Colorear con cristal violeta por dos
minutos y lavar con abundante

agua y dejar secar.
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ANEXO 4. TINCION DE HUCKER.

» Preparar un frotis de la muestra.

» Cubrir con tincibn de Hucker vy

bicarbonato de

simultdneamente por 2 minutos.

sodio

» Lavar con abundante agua Yy dejar

secar.

ANEXO 5. OBSERVACION MICROSCOPICA.

» Tamafo aproximado de
0,2 a 0,5 um de ancho y
0,5 a 5,0 pum de largo.

» Estructuras curvas en
forma de gaviota.

» Con una vista de 100X,
aceite de inmersion vy

condensador arriba.
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ANEXO 6. FILTRADO.

» Tomar con un asa estéril la(s)

colonias sospechosas.

Verter las colonias en un tubo de 10
ml con agua destilada.

Homogenizar con ayuda del Vortex.

Tomar 200 pL de solucion vy
depositar sobre el papel milli pore
de 0,45 um que es colocada en la
placa.

Esperar 20 minutos, sacar el papel
filtro e incubar a 42°C por 48h.
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ANEXO 7. CRIOCONSERVACION.

» Tomar las medidas de asepsia
necesaria y encender el UV de la
cabina por 30 minutos.

» Etiquetar cada tubo cryobank.

» Humedecer el hisopo con la glicerina
del tubo y tomar todas las colonias de

la placa.

» Colocar el hisopo dentro del tubo para

almacenar las colonias.

» Cerrar el tubo y realizar giros de
180°C de 5 a 6 veces.
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» Dejar reposar el tubo 10 minutos
boca abajo, extraer la glicerina del
tubo y conservar a - 70 °C.

ANEXO 8. PREPARACION DE HIPURATO DE SODIO (100 ml).

» Pesar 1 g de hipurato de sodio.
» Diluir en 100 ml de agua destilada.
» Refrigerar a 4 °C.

ANEXO 9. PREPARACION DE NINHIDRINA (100 ml).

» Pesar 3.5 g de ninhidrina.
» Diluir en 50 ml de acetona y 50 ml de butanol.

» Conservar y refrigerar en un frasco ambar a 4°C.

ANEXO 10. EXTRACCION DE DNA.

Colocar 200 ul de PBS en un tubo de 1,5 ml libres de nucleasas.

Colocar en el tubo que contiene PBS de tres a cuatro asadas del cultivo y dar vortex.
Centrifugar por 30s a velocidad méxima (13000 rpm).

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

YV V V V V

Centrifugar por 30s a velocidad maxima (13000 rpm) y eliminar el sobrenadante y

colocar 200 ul de PBS.

» Anadir 25 ul de OB proteasa Solution dar vortex para homogenizar bien y afiadir 220
pl de BL buffer.

» Incubar a 70°C durante 10 minutos, dar vortex durante la incubacioén, (a los 5 min)

por una vez.

» Anadir 220 pl de etanol al 100% dar vOrtex para mezclar bien.

A\

Insertar una mini columna 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 (este proceso se lo
realiza con la pipeta).
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Y

YV V V VY

Centrifugar a velocidad méaxima durante 1 minuto y desechar el filtrado y reutilizar el
tubo de recogida.

Afadir 500 pl de HBC buffer y centrifugar a méxima velocidad durante 30s.

Descartar el tubo de recoleccién y colocar la columna en un nuevo tubo de 2 ml.
Anadir 700 pl de DNA wash buffer.

Centrifugar a maxima velocidad durante 30s y descartar el filtrado y reutilizar el tubo
de recogida.

Repetir los pasos 13 y 15 para una segunda etapa de lavado de DNA 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 nucleasa y afiadir 100-200 pl del
tampén de elucién caliente a 70°C.

Dejar reposar a temperatura ambiente 2 min y centrifugar a la velocidad maxima
durante 1 minuto.

Repita los pasos 19 a 21 para la segunda etapa de elucion y conservar a -20 °C.
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ANEXO 11. CONDICIONES DE MULTIPLEX-PCR.

MIX PCR
Especies Componentes Volumen (ul)
Buffer 5,00
dNTPs 0,50
Cl2Mg 1,50
Primers:
CA412F 0,05
Campylobacter :
C1228R 0,05
L -1
C. jejuni < 0.05
C-3 0,05
) 18F
C. coli CC18 0,05
CC519R 0,05
) ) 1F
C. upsaliensis cu6 0,05
CU146R 0,05
C. fetus MG3F 0.05
CF359R 0,05
C. lari CLF 0.05
CLR 0,05
C.
hyointestinalis HYO1F 0,05
subsp.
hyointestinalis HYOFET235R 0,05
Taq 0,125
H20 16,17
DNA 1,00
Volumen final 25,00
Condiciones: Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacién inicial 95 15
Desnaturalizaciéon 95 0,5
Anillamiento 58 1,5
Extension 72 1
Extension final 72 7
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ANEXO 12. PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA 1,5%.

» Tomar las medidas de asepsia

necesaria.

» Pesar 0,525 g de agarosa.

» Colocar la cantidad pesada en un
vaso de precipitacion de 100 ml y
disolver con buffer TBE 1X (35 ml).

» Mezclar homogéneamente hasta
disolver completamente.

» Se calienta por 2 ciclos de 40
segundos y lciclo de 20 segundos
en el microondas (invertir system
inside Panasonic).
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» Tras alcanzar una correcta
disolucion del agar colocar 3ul de
Syber safe y dispensar en el
soporte del gel con los peines de
electroforesis, dejar reposar de 15
a 20 minutos.

» Extraer la peineta del gel vy
trasladar el gel a la cubeta de
electroforesis que contiene buffer

de corrido.

ANEXO 13. PREPARACION EDTA (Acido etildiaminotetraacético).

Pesar 93 g de EDTA.
Disolver en 500 ml de agua destilada y desionizada.

Ajustar pH a 7 y autoclavar.

YV V V VY

Refrigerar a 4°C.

ANEXO 14. PREPARACION DE BUFFER TBE 10X (Tris, Borato y EDTA) (1000 ml).

Tomar 20 ml de EDTA preparado y aforar a 1000 ml.
Adicionar 54 g de Tris y disolver.

Agregar acido borico (27,59 g) para ajustar pH 7.
Proteger de la luz.

YV V VYV V V

Refrigerar a 4°C.
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ANEXO 15. ANTIBIOGRAMA.

» Suspender con un hisopo estéril no mas de tres colonias bacterianas en un tubo
gue contenga 5 ml de suero fisioldgico.

» Homogenizar la muestra en el Vortex por 30 segundos.

» Suspender un hisopo estéril en el tubo con la mezcla y sembrar en medio Mueller
Hinton mas 5% de sangre de cordero.

» Colocar los diferentes discos de antibioticos: (CIP-5 ug), (AMP-10 ug), (AMC- 20/10
ug), (TE- 30 ug), (GM 120 ug).

» Colocar las placas en recipiente o jarra de anaerobiosis en conjunto de un parche de
aerobiosis CampyGen™ 2,5L.

» Incubar a 42°C por 48 h.

» Pasadas las 48 h hacer lecturas de cada antibiograma.

ANEXO16. PREPARACION DE MEDIO MUELLER HINTON.

» Trabajar en condiciones asépticas.
» Preparar los medios de cultivo de acuerdo a las especificaciones de la etiqueta.
Muller Hinton (OXOID) and Yeast Extract (OXOID).

» Pesar vy colocar los distintos componentes segin célculos en un frasco de vidrio
graduado de 1L.

» Mezclar homogéneamente hasta disolver completamente.

» Aforar con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 970 ml.

» Medir el pH hasta alcanzar un pH 7.

» Autoclavar medio.

» Agregar sangre humana o de cordero al 5% y dispensar en placas Petri.

» Conservar en refrigeracion a 4 °C.
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