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I. Resumen

En el presente estudio se evalud la resistencia antimicrobiana de cuatro agentes
antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de infecciones causadas por
Campylobacter jejuni. Se utilizaron 106 cepas de las cuales 100 fueron aisladas durante
los afios de 1,987 a 1,989 en un estudio de diarrea persistente realizado por el INCAP en
el municipio de Santa Maria de Jesus, Departamento de Sacatepéquez. Las otras seis
cepas se aislaron durante 1,998 a 2,000 de estudios realizados en el INCAP.

Se determind la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para eritromicina,
ciprofloxacina, tetraciclina y ampicilina; con el fin de establecer la presencia de resistencia
antimicrobiana in vitro de cepas quatemaitecas de C. jejuniy hacer una comparacion de
los rangos de resistencia de las cepas obtenidas entre 1,987 y 2,000.

Los resultados obtenidos mostraron que las cepas aisladas durante los ahos de
1,987 a 1,989 no presentan rangos de resistencia tan elevados como los que presentan las
cepas aisladas de 1,998 a 2,000. En el primer grupo se encontré un 3 por ciento de cepas
resistentes a la eritromicina, 1 por ciento a la ciprofloxacina y tetraciclina y 2 por ciento
para la ampicilina. En las cepas aisladas en 1,999 y 2,000 se observé un 16.7 por ciento
de resistencia para la eritromicina, 33.3 por ciento para la ciprofloxacina y 50 por ciento
para la tetraciclina y ampicilina. De acuerdo con los resultados se puede observar que la
eritromicina sigue siendo el agente antimicrobiano de eleccion para el tratamiento de
infecciones causadas por C. jejun, ya que presenta mejor accion antimicrobiana contra el

microorganismo.

C. jejuni es un microorganismo fastidioso, por lo que su aislamiento a partir de
muestras clinicas es dificil (1, 2). En el presente trabajo el aislamiento de las cepas
durante los afios de 1,998 al 2,000 fue muy bajo, por lo que se realizé una evaluacién de
la capacidad de aislamiento de los medios de cultivo disponibles comercialmente y del
método de filtracion, observandose que el método de filtracién por membrana es de gran
ayuda para obtener una mejor recuperacion del microorganismo a partir de muestras

clinicas, y ademas de ser un método muy sensible, no requiere de medios de cultivo

selectivos para efectuarlo, ni tampoco de incubadoras con temperatura de 42°C (1, 3).
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II. Introduccion

Las infecciones bacterianas y €n general, las enfermedades diarreicas son uno de

los principales problemas de salud en Guatemala. En el pais prevalecen las condiciones

necesarias para el desarroflo de estas enfermedades; tanto las condiclones sanitarias

como nutricionales en las que se encuentra la poblacién en general y sobre todo la

poblacion infantil, son deficientes, y predisponen a infecciones gastrointestinales por

diferentes agentes patdgenos.
Campylobécter Jejuni es un bacilo Gram negativo que se ha reconocido como el

principal agente causal de la campilobacteriosis, infeccién que se adquiere por el consumo
de comida y agua contaminada. Las manifestaciones clinicas mas importantes de esta
infeccion son la diarrea acuosa con abundante cantidad de leucocitos, dolor abdominal y
fiebre; en ocasiones se puede presentar disenteria con sangre y moco (1, 2, 5-9).

En el pais son pocos los estudios que se han realizado sobre C. jejuniy por lo
general se enmarcan en caracteristicas epidemiologicas del microorganismo. En una
investigacién realizada en el municipio de Santa Maria de Jesis, Departamento de
Sacatepéquez durante los afios de 1,988 a 1,989, se aislg del 12.1 por ciento de nifios con

diarrea, del 8.1 por ciento de nifios asintomaticos y fue la causa del 7 por ciento de

disenterias (5, 9). De estos casos, el 11 por ciento evoluciona a episodios diarreicos de
mas de 14 dias de duracién, conocidos como persistentes. En el 9 por ciento de las

muestras de nifios sanos se detectan infecciones mittiples; de los nifios con diarrea el 20 4

' por ciento presenta diarrea aguda y el 46 por ciento diarrea crénica (9). En otro estudio
‘realizado en una de las areas marginales de la ciudad de Guatemala, en la colonia “El
Limén” zona 18, se le reporta como uno de los cinco agentes etioldgicos de diarrea mds
importantes. En este estudio fue aislado del 9.5 por ciento de muestras de nifios con

diarrea y en 1.0 por ciento de los controles (10).
En trabajos realizados en diferentes paises se ha observado que en los ultimos

afios C. jejuni ha desarrollado cierto grado de resistencia a los antimicrobianos de uso

" (8 - 12).
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Esta infeccion es autolimitante en la mayoria de los casos, por lo que normalmente
no se administran antimicrobianos para su tratamiento; pero en nifios y pacientes
inmunosuprimidos en quienes la infeccién puede ser severa, se hace necesaria la terapia
~con antimicrobianos y es aqui donde el conocimiento de la eficacia que tiene cada
antimicrobiano contra C. jejunies sumamente importante (1, 2, 13, 15).

En el presente estudio se analizaron cepas aisladas de 1,987 a 1,989 de nifios
menores de cinco afios con y sin diarrea, habitantes de Santa Maria de Jesus,
Departamento de Sacatepéquez y cepas que fueron aisladas de nifios menores de cinco
afos de las pediatrias de los principales Hospitales Nacionales del pais y de los estudios de
diarrea que se realizan en el INCAP.

Estas cepas se enfrentaron a los antibidticos de uso comiin como lo son la
eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacina y ampicilina para determinar la concentracion
inhibitoria minima {CIM) y establecer el grado de resistencia a antimicrobianos que puede
presentar este microorganismo.

En Guatemala el uso de agentes antimicrobianos para contrarrestar los efectos de
las infecciones bacterianas es indiscriminado y continuamente se incrementa. Se supone
que los patrones de resistencia han variado a través de los afios por lo que también se
realizé una comparacion entre los rangos de resistencia antimicrobiana presentados por
los dos grupos de cepas estudiados: el primero, las cepas aisladas durante los afios de
1,987 a 1,989 y el segundo grupo, las cepas aisladas durante los afios de 1,998 a 2,000.

Ademds, se evaluo la sensibilidad de los medios de cultivo para el aislamiento de C,
Jejuni. Se compard el aislamiento obtenido con 5 de los medios de cultivo disponibles
comercialmente, entre ellos Butzler, Skirrow, karmali, Blaser Wang, Preston y también el

método de filtracion por membrana, en diferentes condiciones de cuttivo.




III. Antecedentes

A. Generalidades
Campylobacter jejuni es un bacilo delgado, Gram negativo, no formador de

esporas, de apariencia curva o en forma de “gaviota”. Presenta uno o dos flagelos polares
para su movilidad y es microaerofilico. Es un microorganismo fastidioso que para su
crecimiento requiere de una baja tension de oxigeno (3 a 15 por ciehto), CO; (3 a 5 por
ciento) y 85 por ciento de nitrégeno (1, 2). Una caracteristica importante de este
microorganismo es que se desarrolla bien a 42°C (1, 2, 6-8).

Esta bacteria es sumamente sensible al peroxido de hidrogeno y a los iones
superdxido que aparecen en los medios de cultivo cuando estos se exponen al aire y a la
luz, también es sensible a la desecacion, a concentraciones de sal mayores del 2 por
ciento, a condiciones acidas (pH menor de 5) y a la presencia de oxigeno (1). No oxida ni
fermenta los azlicares (2, 7).

La identificacion de C. jejuni por lo general se lieva a cabo por sus requerimientos
nutritivos y de microaerofilia, tolerancia a temperaturas de 42°C y patron de
susceptibilidad a ciertos agentes antimicrobianos como el acido nalidixico y la cefalotina
(Tabla No. 1) (1, 2, 17).

B. Epidemiologia:

Campylobacter jejuni es una bacteria enteropatogena, a la que se le ha reconocido
como uno de los mas importantes agentes etioldgicos causantes de diarrea aguda en todo
el mundo, particularmente en paises eén desarrollo (1, 2, 5, 9, 10, 12, 17, 19-22).
Ademas, en estudios recientes realizados en areas marginales de Guatemala, se le ha
reconocidc como uno de los agentes causales de una importante proporcién de
enfermedades diarreicas, encontrandosele en el 9.5 por ciento de los especimenes de
ninos con diarrea, de forma similar a rotavirus, adenovirus, Salmonella sp.
Cryptosporidium parvum, Escherichia coli enterotoxigénica y £. cofi enteroadherente (10).
Se ha considerado que la duracidn de los episodios de diarrea causados por C. jejunies de
6 a 7 dias (10).

Se ha observado que luego de una infeccion por C. jejuni se desarrollan

anticuerpos contra este microorganismo, los cuales son del tipo IgA y sus niveles en suero




aumentan con la edad de la persona. Los antigenos de superficie de esta bacteria son los

responsables del desarrollo de estos anticuerpos (2, 5, 8, 20).

Algunos estudios indican que k alta incidencia de infeccidn no asociada con diarrea
en nifos mayores es un reflejo de la comunidad rural, que adquieren al principio de la
vida, asumiendo que la infeccion en edades tempranas produce un estimulo antigénico a
nivel intestinal que previene la diamea en edades posteriores, Dentro de los
microorganismos asociados con este argumento se encuentra C, jejun/ aunque estos datos

todavia no son concluyentes {20, 23).

1. Distribucidn Geografica:

Es un microorganismo de distribucion cosmopolita, pero se le encuentra con mayor
frecuencia en zonas templadas y tropicales (6). Es muy frecuente su aislamiento en
paises en desarrollo (1, 6, 20, 21). También se le ha reconocido como la bacteria
enteropatdgena mas comin en paises desarrollados, asi se ha podido observar que en
estudios recientes se le reporta en Estados Unidos como la causa del 21.7 por ciento de

los casos de diarreas en la poblacién en general (1, 12, 24).

2. Estacionalidad:

En los paises desarrollados las infecciones aumentan durante la época lluviosa y los
meses de otofio, aunque se han reportado aislamientos en los meses de abril a junio. Por
lo general, los casos son esporadicos y las infecciones recurrentes y crénicas se presentan
con mayor frecuencia en pacientes inm_unocompronmtidos ¥ en personas que viven en
condiciones sanitarias deficientes (1, 2, 11, 19, 25, 26). En paises en desarrollo las
infecciones son menos estacionales, el microorganismo sé aisla durante todos los meses
del afio y las infecciones aumentan en los meses de inviemo (1, 6, 19). En Guatemala
durante los afos de 1985 y 1986 se aislé (nicamente en los meses secos, al igual que
Cryptosporidium (6).

La variabilidad en la estacionalidad de C. jejun/ en paises en desamollo, puede
deberse a que la poblacion en general esta constantemente expuesta al agente causal de
la infeccion (19).
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3. Fuentes de Transmision:

Las infecciones por C. jejuni se han asociado con la ingestién de alimentos mal
cocidos, especialmente pollo y sus derivados. También se pueden mencionar el agua y
leche contaminadas los cuales son vehiculos importantes para la transmision del
microorganismo al ser humano (1, 2, 6, 7, 12, 25, 28, 29).

Se han realizado diversos estudios en los que se ha relacionado la presencia de
infecciones con la presencia de aves en las viviendas de personas infectadas, ast como con
el consumo de agua no potable (1, 6, 8). También se ha encontrado en el tracto
gastrointestingl y excretas de perros, gatos, ovinos y bovinos, por lo que se considera a
estos animales al igual que‘ las aves de corral los reservorios mas importantes de la
infeccion en el humano. Por esta razon, a esta enfermedad se le ha considerado una
zoonosis (2, 6-8, 25). En Guatemala, en Santa Maria de Jesls, se analizaron por ribotipia,
cepas de C. jejuni aisladas en distintas oportunidades del mismo nifio. Estos resultados
indican que los nifios no estan persistentemente infectados por una cepa particular, sino
que fueron reinfectados por cepas distintas, de ribotipos diferentes, en cada ocasion. Esto
se debe en gran parte a que en los hogares de estos ninos hay fecalismo al aire libre y
contaminacion con heces de aves y demas animales domésticos (8, 20).

La incidencia de este microorganismo en la carne de pollo y la produccion de la
misma se ha incrementado en los Oltimos afios, aislandose en un 45.9 por ciento de las
carcasas y en los Gftimos tres aiios se ha incrementado la resistencia a las quinolonas (18,
27).

4 Relacion con la edad:

La infeccidn por especies de Campylobacter es frecuente en nifios, pacientes
inmunosuprimidos y viajeras provenientes de paises desarrollados. La incidencia de la
enfermedad presenta una distribucion etaria bimodal, con la mayor incidencia en nifios y
un segundo aumento en adultos de 20 a 40 aifos de edad (1, 2, 10, 15, 19). En
Guatemala, una cohorte de 400 turistas en quienes se buscd C. jejuni durante su estancia
en Antigua Guatemala entre los meses de mayo de 1,998 a septiembre de 1,999, presento
Unicamente dos akslamientos de C. jejuri.



En Portugal, durante los afios de 1984 a 1988, se observd una mayor incidencia en
nifics menores de un afio; en comunidades africanas fue mayor en nifios menores de tres
anos y en regiones de Chengdu, China en nifios de uno a dos afios pero, en general, se ha
reportado que es en los primeros cinco afios de vida cuando se da con mayor frecuencia
(10, 11, 20, 26, 30).

También se ha observado que los grupos afectados en areas urbanas son de
mavyor edad que los grupos de éreas rurales (31). Otro aspecto importante es que se ha
aislado con mayor frecuencia de hombres que de mujeres, en una proporcion de 2:1 (4, 6,
11, 19).

5. Incidencia:

La incidencia de infecciones por C, jejuni en paises en desarrollo es mucho mayor
que en paises desarrollados. En Estados Unidos, seglin estudios hechos por el Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), se estima que el rango de infeccién es del 1
por ciento, datos que son similares a los reportados en el Reino Unido (1). Otros estudios
reportan que en Inglaterra se ha aislado del 5 por ciento de pacientes con diarrea (1, 25).

En los paises en desarrollo se han efectuado pocos estudios que establezcan la
incidencia de C. jefuni pero pueden mencionarse algunas partes de Asia, Africa y
Latinoamérica, en donde en general se observan aislamientos del 10 al 20 por ciento en la
poblacidon en general, siendo especialmente afectada la poblacion infantil (11, 26). En
Singapur se ha aislado a C. jejuni de un 1.2 por ciento, en Nigeria un 5.2 por ciento, en
Harare un 9.3 por ciento y en Chiha un 11.36 por ciento de personas con diarrea (11, 26,
31, 33). '

En Guatemala Cruz y colaboradores reportan a C. jejuni como causante del 12.1
por ciento de infecciones sintomaticas, 8.1 por ciento de infecciones asintomaticas y 7 por
ciento de las disenterias de un area rural del pais (5). En otro estudio efectuado por el
mismo autor en las dreas marginales de la ciudad de Guatemala, se le reporta como el 9.5
por ciento de los especimenes de nifios con diarrea (10). Torres MA, lo reporta como la
causa del 10 por ciente de las diarreas en nifios menores de cinco afios (17). También,
Torres OR y colaboradores lo reportan como el 5.6 por ciento de diarreas en areas
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urbano-marginales de Guatemala. Fl 10.7 por ciento de diarreas agudas y el 18.2 por
ciento de diarreas persistentes, estos ultimos datos en el 4rea rural del pais (‘5, 10).

Un dato importante observado en estudios hechos en Guatemala es que el
consumo de grasa se asocia mas con el desarrollo de disenteria que con diarreas acuosas
o asintomaticas por C. jejuni Esto puede deberse a que las grasas favorecen Ia
multiplicacidn bacteriana en comidas contaminadas o en el intestinc humano como sucede
con otros microorganismos (5).

Se ha observado que C. jejuni se aisla mas frecuentemente que otros patdgenos

entéricos como Salmonella sp. y Shigefla sp., y con la misma frecuencia que Rotavirus y £,

" colf enterotoxigénica (5, 6, 8, 29). Ademas, se ha observado que es frecuente encontrar a

C. jejuni en infecciones mixtas en compariia de otros patdgenos entéricos como Shigefla
sp., rotavirus y Giardia lamblia (10).

Campylobacter jejuni se ha aisfado tanto de personas asintomaticas como también
de personas que presentan sintomatologia caracteristica. Se cree que este aislamiento de
la bacteria de personas asintomaticas es una caracteristica importante, ya que quienes no
presentan signos clinicos de infeccién son reservorios del microorganismo. En el caso de
los lactantes se encuentran protegidos por la leche matema (2, 23, 34). Las infecciones
asintomaticas ocurren por lo general en habitantes de paises en desarrollo quienes estan
expuestos constantemente al vehiculo de transmision, como se ha reportado en México,
Bangladesh, Chile, Repiiblica Centroafricana y la India (8, 32, 34). Mientras que en paises
desarrollados se observa que la infeccion esta casi invariablemente asociada a enfermedad
(8, 34). Se ha reportado una incidencia del 5 al 14 por ciento en pacientes con
sintomatologia de la infeccion y de un 1 por ciento en pacientes asintomaticos (6). C.
Jejunitambién es una importante causa de diarreas del viajero con similar importancia a £,
colf enterotoxigénica (ETEC) (2, 12, 32).

C. Caracteristicas Clinicas:

Una diarrea invasiva puede definirse como la respuesta del tracto gastrointestinal
humano a patdgenos entéricos como bacterias (entre las que puede mencionarse Shigefla
sp., Salmonella sp., Campylobacter sp. y E. cofi enteroinvasiva), virus (rotavirus) y
parasitos (Entamoeba histolytica y Trichuris trichiura) que tienen la capacidad de invadir y




dafiar fa mucosa del intestino delgado y/o el intestino grueso. Solamente aquelios

patdgenos capaces de invadir y dafiar la mucosa del intestino grueso y el recto producen
las manifestaciones clinicas de la disenteria (28, 35, 36).

Por lo general, la afeccidn causada por C. jejuni es una enteritis inflamatoria
aguda, aunque en algunos casos de infecciones severas se pueden presentar cuadros
clinicos de disenterfa aguda, con sangre y pus en las heces (19, 20, 35, 36). Los sintomas
mas prominentes son diarrea secretoria, dolor abdominal y fiebre. La manifestacién més
caracteristica de la enfermedad es el dolor abdominal (1, 5, 6, 19, 35, 36). Ademas,
pueden presentarse calambres, vomitos y malestar como mialgia, artralgia y cefalea (2, 6,
35).

En el cincuenta por ciento de los pacientes las heces son acuosas, sanguinolentas,
de tipo exudativo, siendo esta una de las principales razones por las que se busca
asistencia medica (6, 32, 35, 37, 38). La diarrea puede empezar gradualmente o en forma
explosiva, la frecuencia de deposiciones puede ser de unas pocas hasta 20 por dia (2, 6).
Como anteriormente se menciond, en algunos casos puede haber disenteria, la cual
implica deposiciones muy frecuentes y escasas, écompaﬁadas de sangre y moco, con
tenesmo o dolor al defecar. Estos signos y sintomas implican una invasion inflamatoria de
la mucosa coldnica por la accion destructiva de bacterias o citotoxinas liberadas por C.
Jjejuni(2, 6). Los vomitos pueden ocurrir en una tercera parte de las personas afectadas,
no son intensos ni se asocian con deshidratacion {6).

El periodo de incubacion de la infeccion es de 1 a 7 dias, y tanto este como la
gravedad de la enfermedad dependen de [a dosis infecciosa ingerida. La infeccion dura .
aproximadamente de 1 a 3 dias, aunque buede durar de una hasta tres semanas (2, 7, 8,
37, 39). La dosis infeccicsa minima para adquirir la enfermedad es de 500 a 1,000 céiulas
bacterianas; algunos autores sugieren que son suficientes 400 a 500 células bacterianas
para causar la infeccion (1, 2, 8, 39). La excrecion del microorganismo en el periodo de
canvalecencia por lo general es corta de dos a tres semanas y se disminuye con la
administracion de tratamiento en dos o tres dias (37, 39). Los pacientes infectados
excretan de 10°-10° bacterias por gramo de heces por 2 a 3 semanas, en algunas

ocasiones aun cuando se ha administrado el tratamiento (8, 39).
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En paises en desarrcllo la enteritis par C. jejun/ puede ser muy severa y se ha
sugerido que la enfermedad tiene una epidemiologia y manifestaciones clinicas
completamente diferentes a las observadas en paises desarrollados debido a los diferentes
patrones seroldgicos que presenta la bacteria (19, 21).

£n estudios recientes se ha puesto en evidencia una asociacion entre un.a infeccion
previa por el microorganismo y el desarrollo del Sindrome de Guillain-Barré como una de

las secuelas de la infeccion (1, 12, 19).

D. Fisiopatologia:

Las enteritis pueden presentarse clinicamente de diferentes formas dependiendo
de los signos clinicos observados durante la infeccidn. La presencia de diarrea aguda,
dolor abdominal, fiebre y la presencia de sangre y leucocitos en las heces son
caracteristicas de la infeccion por un microorganismo invasivo (1, 28). La diarrea no
inflamatoria y acuosa es caracteristica de un microorganismo productor de enterotoxinas
(28). Se ha demostrado que C. jejun/ tiene una naturaleza invasiva por la induccion de
diarrea secretoria y produccion de toxinas, que se presentan como importantes factores
de virulencia (1, 2, 6, 8, 21, 38).

Se ha sugerido que son tres los factores de virulencia que se presentan: la
invasividad, produccion de enterotoxinas y produccion de citotoxinas. Los signos clinicos
de la enfermedad y las evidencias experimentales indican que la patogenicidad del
microorganismo surgen de la combinacion de los tres factores de virulencia y no de la
accion de uno sodlo (2, 8, 38). Para la colonizacidn son cruciales los flagelos, los cuales
incrementan la adherencia del microorganismo y gracias a su motilidad permiten que los
microorganismos atraviesen la capa muccsa que cubre la superficie del intestino. Con
relacion a la produccion de enterotoxinas, se ha observado que en cepas aisladas de
pacientes con diarrea acuosa, producen una enterotoxina termolabil que estad muy
relacionada con la enterctoxina colérica, tanto estructural como imnunoldgicamente. La
toxina causa una diarrea secretora por la estimulacion de la adenilato ciclasa en la mucosa
intestinal y por la alteracion del transporte normal de los iones en los enterocitos. La

citotoxina producida por algunas cepas de C. jejuni provoca una lesion en una variedad de
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células de los mamiferos, pero su papel en la enfermedad diarreica en humanos adn no se
conoce {1, 2).

La enteritis causada por C. jejuni da como resultado la invasion de la mucosa, que
se caracteriza por ulceracion, formacion de abscesos en las criptas y necrosis hemorragica
de ileon y yeyuno. También invade la lamina propia, lo que puede dar como resuftado
infeccion de los ganglios linfaticos regionales y ocasionalmente la diseminacion de la
infeccion. El examen general de heces durante la infeccion revela una diarrea
hemorragica en una gran proporcion de casos y en general es evidente fa presencia de
leucocitos (1, 2,38, 28).

Aunqgue C. jejuni se ha reportado como una de las mayores causas de enfémmedad
entérica en el mundo, sus mecanismos de patogenicidad no estan bien definidos (21, 38).
Algunos autcres han reportado la produccion de una toxina termolabil similar a la
producida por Vibrio cholerae y otra termoestable a temperaturas de 100°C; por lo que se
ha sugerido la posibilidad de que algunas cepas prodiucen ambas enterotoxinas ademas de
una citotoxina. La produccion de enterotoxinas indudablemente causa la diarrea liquida
sin moco ni sangre, lo cual seria una particularidad de las infecciones causadas por cepas
carentes de propiedades invasivas. Por otra parte, se considera que la preduccién de

citotoxinas es la responsable de la diarrea inflamatoria (1, 2, 21, 38).

E. Aislamiento e identificacion:

1. Transporte y almacenamiento:

El transporte de muestras en las que se sospecha la presencia de C. jejuni implica
los siguientes aspectos: esta bacteria muere.lentaménte a temperaturas entre 10 y 30°C,
es susceptible a la desecacion excepto cuando se encuentra en refrigeracion; se inhibe
con concentraciones de sal mayores del 2 por ciento, ambientes acidos con un pH menor
de 5y la presencia de oxigeno (Tabla No. 1) (1, 2).

El medio de transporte apropiado es el de Cary-Blair y es de utilidad cuando: C.
Jjejunise encuentra en cantidades pequefias, el paciente ha sido tratado con antibidticos o
la muestra no puede procesarse dentro de las primeras 24 horas luego de su recoleccion.
También se hace necesario cuando se utiliza un hisopo rectal para tomar la muestra (1,
39).
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2. Preenriquecimienta y enriguecimiento:

El enriquecimiento con sangre de carnero al 7 por ciento es necesario cuando se
sospecha que la cantidad de microorganismos presentes en las heces es pequefia; de lo
contrario, un cultivo directo sobre un medio de cultivo selectivo como el medio' de Butzler

o Skirrow es adecuado para muestras de heces (1, 39).

3. Aislamiento:

Campylobacter jejuni es un microorganismo fastidioso, por lo que se requiere de
condiciones especiales para su cultivo. Los medios adecuados para su aislamiento
incluyen Butzler, Skirrow, Preston, Karmali, BIasef—Wang, medios selectivos que no
contengan sangre y Campy-BAP, los cuales contienen suplementos y antibidticos para
inhibir el crecimiento excesive de la microbiota rectal competitiva (1, 2, 3, 8, 39, 40).
Algunas cepas de C. jejuni también pueden ser inhibidas por antimicrobianos como la
cefalotina, colistina y Polimixina B, los cuales pueden estar presentes en los medios
selectivos que se utilizan de rutina (Tablas No. 2 y 3) (1, 2).

El medio selectivo de Skirrow fue el primerc en utilizarse; este consiste en una
base de nutrientes, sangre lisada, trimetroprim, polimixina B y vancomicina (7, 16, 40).
Este medio tiene la desventaja de tener poca accidn inhibitoria sobre la micrebiota fecal
permitiendo asi el crecimiento de microorganismos como Proteus sp., que tiene un
crecimiento difuso sobre la superficie de las placas de agar, por lo que el crecimiento de
sus colonias dificultan el aislamiento e identificacion de C. jejuni (7, 16, 40). Otra
desventaja del medio Skirrow, es gue utiliza 7 por ciento de sangre de caballo lisada, la
cual es un poco dificil de obtener, mientras que el medio Campy-BAP utiliza 10 por ciento
de sangre de camero, la cual es mas accesible (16). Los antibidticos adicionados a este
medio de cultivo son trimetroprim, polimixina B y vancomicina que se usan en
concentraciones finales de 10 ug/ml, 5 ug/ml y 250 U/ml respectivamente (7, 16, 40). La
polimixina B y el trimetroprim inhiben a las bacterias Gram-negativo y la vancomicina a
las bacterias Gram positivo presentes (Tablas No. 2 y 3) (39).

El medio de cultivo Karmali se utiliza para el aislamiento de C jejuni y contiene

piruvato sodico, cefoperazona, vancomicina y cicloheximida. Preston, es otro medio de



cultivo que contiene polimixina B, rifampicina, lactato de trimetroprim y cicloheximida, se
utiliza agar base para Campylobacter y sangre de caballo lisada como eririquecimiento
(Tabla No. 3). Este medio selectivo se recomienda para especimenes que se consideran
altamente contaminados o con pequefias cantidades de unidades formadoras de colonias
de C. jejuni (40).

El medio Blaser-Wang, contiene vancomicina, polimixina B, trimetroprim,
anfotericina B y cefalotina. La inclusién de anfotericina B inhibe el crecimiento de ¢
albicansy la cefalotina incrementa la selectividad del medio (Tabla No. 2 y 3) (40).

El medio selective Butzler es uno de los que més se utiliza actualmente en
Guatemala para el aislamiento de C. jejuni. Contiene bacitracina, cicloheximida, sulfato de
colistin, cefazolina sddica y novobiocina. Utiliza 7 por ciento de sangre de camero como
enriquecimiento y como agar base el agar Columbia (40).

El medio selectivo para Campylobacter sp. sin sangre, se prepara a partir de una
base de agar con suplementos como caldo nutritivo, desoxicolato de sodio, sulfato ferroso,
piruvato de sodio, hidrolizado de caseina, carbon vegetal, y como suplemento inhibitorio
cefoperazona. Se recomienda para el aislamiento selectivo de C. jejuni, C. coli y C. lridis
de muestras fecales humanas. A este medio de cultivo se le conoce como Agar
Desoxicolato Carbon Cefoperazona modificado (CCDA) y se ha desarrollado para
reemplazar a la sangre de caballo o de camero (lisada o entera). Se ha observado que el
carbon vegetal, el sulfato ferroso y el piruvato de sodio incrementan el crecimiento y
aerotolerancia de las especies de Campyfobacter sp. La modificacion a la que se hace
referencia en el nombre del medio, es el reemplazo de cefoperazona por cefazolin en el
medio original (CCD), debido a que la cefoperazona incrementa la inhibicién de

contaminantes (Tabla No. 2 y 3) (1, 40).
| Los medios de cultivo se incuban a 42°C para evitar el aislamiento de otras
especies del género Campylobacter, pues C. jejuni es el (inico termdfilo capaz de crecer a
altas temperaturas y en ambiente microaerofilico con 5 por ciento de O,, 10 por ciento de
€O,y 85 por ciento de Ns (1, 2, 6, 8).

La mayoria de especies de Campylobacter requieren de una atmésfera
microaerofilica, que contenga 5 por ciento de O,, 10 por ciento de CO; y 85 por ciento de



N, para su dptima recuperacion, para lo cual se pueden utilizar generadores de ambiente

microaerofilico, que estan disponibles comercialmente (1, 2, 8)

También se utiliza el método de fittracibn para el aislamientc de este
microorganismo; en esta técnica se utiliza un medio no selectivo para su aislamiento. Este
meétodo se basa en la capacidad del Campylobacter sp. de atravesar una membrana de
filtracién (con diametro de aproximadamente 0.45-0.65 xm) con relativa facilidad, gracias
a la movilidad del microorganismo, mientras que el resto de la microbiota fecal es retenida
sobre la membrana (1, 3). Entre las desventajas de esta técnica se puede mencionar el
procedimiento laborioso que requiere, la sensibilidad relativamente baja que tiene .
comparado con los medios selectivos convencionales y el sobrecrecimiento en las placas
de agar de microorganismos de la microbiota fecal como Proteus spp. y Enterococcus spp.
Como consecuencia, se recomienda utilizar un agar selectivo y el método de filtracién en
combinacién para 6btener una mejor recuperacion de este microorganismo (1, 3).

A pesar de los inconvenientes de este método, en estudios comparativos de
aislamiento del microorganismo, se ha observado que los porcentajes de recuperacion son
similares a los obtenidos con los medios selectivos convencioha[es, 82 por ciento con el
medio de Skirrow, 89 por ciento con el medic mCCDA y 86 por ciento con el método de
filtracion (3).

4. Identificacién:

La identificacion de C. jejuni se basa en caracteristicas bioquimicas, patrones de
resistencia  antimicrobiana, temperatura de crecimiento, movilidad y apariencia
microscopica (1, 2, 16). La identificacion puede ser dificil por ser un microorganismo
fastidioso y asacarolitico, ademas, son muy pocas las pruebas bioquimicas disponibles
para su caracterizacion. Las pruebas recomendables para la identificacion de C. jejuni son
oxidasa, catalasa, reduccion de nitratos y nitritos, ureasa, produccién de H.S, hidrdlisis del
hipurato y de indoxi-acetato, crecimiento a 15, 25 y 42°C, susceptibilidad al acido
nalidixico y cefalotina (Tabla No. 1). Aunque hay reportes que indican que se ha
presentade resistencia al acido nalidixico, por lo que el esquema de identificacion se attera
(1,2, 14, 16, 41-43).
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La morfologia colonial caracteristica del microorganismo puede facilitar su
identificacion. Las colonias son de aproximadamente 0.5 mm de didmetro, grises y de
apariencia himeda y mucosa que. se extienden sobre la superficie del agar. Su
crecimiento se lleva a cabo en 24 a 48 horas (1, 2, 6, 8).

También fa coloracién de Gram puede ser de utilidad para la identificacion del
microorganismo; se realiza utilizando el Gram modificado con fuchsina carbdlica como
colorante de contraste (fuchsina de Kinyoun, dilucién 1:5) o dejando la safranina por 15 a

30 minutos lo que ayuda a observar su morfologia caracteristica (1, 2, 6).

F. Tratamiento:

Los agentes antimicrobianos son quimicos de bajo peso molecular que inhiben a
las bacterias, al enlazarse a proteinas u organelos bacterianos esenciales. Una
caracteristica importante de los antimicrobianos es que son mds tdxicos para las bacterias
que para los humanos y los animales. Esta diferencia en la toxicidad, se debe a que los
sitios de ataque del antibidtico en los humanos y animales son diferentes a los de las

bacterias; aunque esto no significa que no tengan efectos téxicos (47).

1. Antimicrobianos de eleccion:

La gastroenteritis por C. jejun/ en personas adultas y sin inmunosupresion es

autolimitante, es decir, no requiere terapia con antimicrobianos. Por lo general, sélo se -

administra un tratamiento de sostén para restablecer el equilibrio hidroelectrolitico y .
malabsorcion intestinal que son manifestaciones propias de la enfermedad (1, 2, 6-8, 15,
22). Los pacientes con gastroenteritis severa, prolongada o reincidente si deben ser
tratados con antimicrobianos y en estos casos la ernromicina, ciprofloxacina y aigunas
veces las tetraciclinas se utiflizan como antimicrobianos de eleccién (1, 2, 6, 8, 15, 22).

Otros casos en los que la gastroenteritis también debe tratarse son infecciones
severas en nifos, pacientes que presentan fiebre alta, diarrea sanguinolenta o mas de
ocho deposiciones diarias (6, 22, 45).

En las infecciones severas se utiliza la eritromicina como antimicrobiano de
eleccion, luego fa ciprofloxacina, tetraciclina y en infecciones muy severas o causadas por

microorganismos  multiresistentes se  administra  cloranfenicol, cefotaxime o
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aminoglucdsidos (1, 2, 6, 15, 45). Otro esquema de tratamiento propuesto es el
siguiente: primer tratamiento de eleccion la ciprofloxacina o norfloxacina, luego la
eritromicina y por Ultimo tetraciclina o clindamicina aunque, las quinolonas no estan
aprobadas por la FDA para pacientes menores de 18 afios excepto en casos en que el

tratamiento afternativo no funcione (37).

1.1.  Eritromicina:

Es el antimicrobiano de eleccion en el tratamiento de enteritis causadas por C
Jejuni(1, 2, 15, 44, 46). Por lo general, se recurre al tratamiento con este antimicrobiano,
debido a su baja toxicidad, su facilidad de administracion a los nifics y la susceptibifidad
de C. jejunia este antimicrobiano (15, 45).

La actividad antibacteriana de [a eritromicina es esencialmente bacteriostatica,
porque su mecanismo de accidn es inhibir la transpeptidacién y la sintesis proteica
mediante la unidn reversible con fas subunidades ribosémicas 50S de los microorganismos
susceptibles.  Algunos microorganismos resistentes con cambios mutacionales en los
componentes de estas subunidades ribosémicas no pueden unirse con este farmaco, lo
cual les confiere resistencia (45-48). Esta actividad puede ser bactericida dependiendo del
micraorganismo o sitio de la infeccidn y la concentracion de la droga. Una concentracién
de 0.12 pg/ml es bacteriostatica y cuando se aumenta a 2 pg/ml es bactericida {45, 46).
La dosis pediatrica recomendada es: 20-50 mg/Kg/dia (Tabla No. 4) (37, 44, 45, 49).

Cuando este medicamento se administra rapidamente al inicio de la infeccidn,
disminuye fa duracion de la enfermedad y previene recaidas (2, 15, 37, 50).

Entre los beneficios observados con este tratamiento esta la erradicacidn del
microorganismo de las heces de pacientes tratados con este antimicrobiano, cuya
excrecion disminuye de 10 dias en pacientes no tratados a 2 é 3 dias en pacientes
tratados (15, 45).

Se han realizado varios estudios en los que el tratamiento con eritromicina no
altera el curso clinico de la enfermedad, pero cuando e} tratamiento se inicia en la fase
inicial de la infeccidn si se han observado beneficios clinicos en los pacientes tratados (15,
45).



1.2. Ciprofloxacina:

Es una de las nuevas quinolonas fluorinadas que se han desarroliado en los (ltimos
afios. Tiene un amplio espectro contra microorganismos Gram negativo (44-46). Es un
antimicrobiano efectivo que se utiliza como aftemativa en el tratamiento de gastroenteritis
por C. jejuni aunque no estd completamente aprobada su administracién a pacientes
menores de 18 afios (1, 37).

El primer blanco de accion de todas las quinolonas es la enzima DNA girasa, que es
esencial para la replicacion del DNA; por lo tanto, su actividad bactericida se basa en la
inhibicion de la sintesis de DNA de las bacterias (45-47, 49). Su efecto antibacteriano
disminuye con valores bajos de pH y la presencia de cationes divalentes como Mg** y Ca®*
(46). Se sabe que la mayoria de microorganismos Gram negativo enteropatogenos son
susceptibles a este antimicrobiano, entre ellos C. jejuni(45, 46).

Los efectos secundarios mas comunes son ndusea, vomitos, diarrea y malestar
abdominal. Debido a que en estudios realizados en animales se ha demostrado que este
antimicrobiano produce un dafio irreversible al cartilago y anormalidades esqueléticas no
se recomienda su uso en pacientes menores de 18 afios (44-46). Aln asi, se ha repartado
que en humanos el uso de fluorcquinalonas en pediatria no causa artropatias Y son bien
toleradas. Se recomienda su uso cuando no hay antimicrobianos orales disponibles y en
infecciones causadas por bacterias Gram negativo multiresistentes y otros patogenos
como Pseudormonas sp. y Mycobacterium tuberculosis (37).

En infecciones severas las dosis recomendadas en pediatria son 30 mg en dos
dosis durante el dia y para infecciones poco severas o moderadas 20-30 mg dos veces al
dia (Tabla No. 4) (37, 45). |

1.3. Tetraciciina:

Es un antimicrobiano bacteriostatico de amplio espectro que inhibe la sintesis de
proteinas en microorganismos susceptibles (44-47, 49). Posee un amplio rango de
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram negativo y Gram positive. Actia sobre el
ribesoma bacteriano y se ha sugerido que necesita por lo menos de dos procesos para que
tenga accion contra las bacterias Gram negativo: el primero es la difusién pasiva a través

de los canales hidrofilos formados por proteinas de la membrana celular extema,



13

conocidas como porinas; el sequndo proceso implica un sistema de transporte activo, que
bombea todas las tetraciclinas a través de la membrana citoplasmatica interna. Cuando la
tetraciclina ha penetrado a las células bacterianas se une principalmente a las subunidades
30S de los ribosomas bacterianos, con lo que aparentemente impide el acceso de RNAt al
lugar de acoplamiento del complejo RNAm-ribosoma. Esta accidn evita el agregado de
aminodcidos a la cadena peptidica y su formacion; es decir, inhibe la sintesis de proteinas
(44-47).

Por lo general no se recomienda su administracion en nifios menores de siete afios
ya que retarda el crecimiento normal de los huesos y produce una decoloracién
permanente en los dientes e hipoplasia del esmalte cuando estos estdn en crecimiento
(45, 46). La dosis recomendada para nifios mayores de 8 afios es de 25 a 50 mg/Kg/dia
divididas en dos a cuatro dosis (Tabla No. 4} (37, 44, 45, 49).

1.4,  Ampicilina

La ampicilina es una antimicrobiano p-lactamico, derivado de la peniciina. Es un
antimicrobiano bactericida contra bacterias Gram positivo y Gram negativo. Es estable en
medio acido y se absorbe adecuadamente después de ser ingerido. Su absorcion puede
ser incompleta si se ingiere el farmaco antes de las comidas. Su vida media es de 80
minutos en promedio y se excreta por las heces (44, 46, 49).

Las dosis varian dependiendo de la infeccion y el paciente, pero en general, a los
neonatos se les administran dosis de 25-50 mg por kilegramo de peso cada 12 horas, a los
nifics de 1 a 4 afios 100 a 200 mg por kilogramo de peso en 3 fracciones diarias y los
nifios de mayor edad en 4 fracciones diarias, Las dosis para adultos, dependen de la

severidad de la infeccion, para infecciones leves a moderadas, se sugiere administrar 1 a 4
- gr. diariamente en fracciones cada 6 horas (44, 49).

En infecciones graves es mejor la administracién por via parenteral, en dosis de 6 a
12 gramos bor dia (Tabla No. 4) (44, 49),

La ampicilina puede actuar en las bacterias por dos mecanismos de accién. El
primero inhibe la sintesis de peptidoglican en la bacteria. El peptidoglican es una proteina
de membrana, responsable de mantener la integridad de la célula bacteriana. E!segundo

mecanismo de accion es incrementar la actividad de las enzimas llamadas autolisinas, las
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cuales digieren el peptidoglican existente de la pared celular. Esto desestabiliza la
integridad de la pared celular y provoca la ruptura de la célula bacteriana (46, 47).

Otros antibidticos que son Utiles en el tratamiento de la infeccidn por €. jejuni son
la doxicilina, minocidina y furazolidona. La gentamicina es el tratamiento de eleccion en
las septicemias, aunque la eritromicina, tetraciclina o cloranfenicol pueden ser buenas
alternativas (1, 6, 51).

G. Resistencia Antimicrobiana:

La susceptibilidad hacia algin agente antimicrobiano, indica la capacidad de éste,
para erradicar a un microorganismo infeccioso, con las dosis normalmente recomendadas,
de acuerdo al tipo de infeccidn y las especies infecciosas. La resistencia antimicrobiana
indica que el crecimiento de un microorganismo no puede ser inhibido por cierto
antimicrobiano a las concentraciones usualmente recomendadas. Un resultado intermedio
indicaria que el crecimiento no es inhibido por las cbncentraciones utilizadas de rutina y
debe de administrarse una dosis mayor para que el antimicrobiano sea efectivo (52).

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son importantes porque ayudan a
delimitar el tratamiento adecuado de enfermedades infecciosas, asi como el agente mas
conveniente. Las dos funciones mas importantes de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana son la deteccion de resistencia y la medicién cuantitativa de fa
susceptibilidad a algin agente antimicrobiano para ciertas especies en las que tienen
relevancia terapéutica directa {52).

La resistencia a antimicrobianos puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia
intrinseca es especie o género especifica mientras que la resistencia adquirida se presenta
solamente en ciertas cepas de determinada especie o género y delimita el espectro de
actividad del antibiético. La resistencia adquirida se presenta solamente en ciertas cepas
de una especie o genero bacteriano y los resultados posteriores pueden ser una mutacion
en un gen localizado en el cromosoma del hospedero, en un plasmido o Ia adquisicion de
nueva informacién genética por la bacteria, ya sea por conjugacién o por transformacion
(48).
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Las bacterias pueden presentar resistencia a antibidticos por cuatro formas
diferentes: alteracion de! sitio blanco, desactivacion enzimatica del antibiético, disminucion
en la acumulacion de la droga y sustitucidn de pases susceptibles al antibidtico (48).

Los primeros tres mecanismos pueden deberse a mutaciones cromosémicas o
mediadas por plasmidos. La Gltima puede deberse a que la bacteria adquiera un plasmido
de resistencia o trasposon (48).

Campylobacter jejuni puede presentar un amplioc ndmero de determinantes de
resistencia, inciuyendo varios genes mediados por pldsmidos (2). La mayoria de cepas de
C. Jjejuni son susceptibles a eritromicina, aminoglucdcidos, tetraciclina, cloranfenicol,
quinolonas, nitrofuranos, apramicina, neomicina, gentamicina y chindamicina (1, 6, 51, 54).

El desarrollo de resistencia antimicrobiana en el tratamiento de infecciones
entéricas, particulammente en microorganismos como ¢, Jejuni, Shigella sp., V. cholerae, F.
coli enterotoxigénica, Yersini sp. y Salmonefla typhi se ha incrementado durante los
ultimos afios (54, 55). Se ha reportado un importante incremento en la resistencia de C.
Jéjuni especiaimente para las quinolonas (1 a 82 por ciento) y la tetraciclina (23 a 72 por
ciento) de 1985 a 1998 (13). El mayor rango de resistencia antimicrobiana se presenta en
paises en desarrolio, en donde el uso de agentes antimicrobianos no estd controlado (12-
14). Se ha observadd que el uso de pequefias dosis subterapetiticas de antimicrobianos,
como aditivos alimenticios los cuales son utilizados como promotores de crecimiento en la
industria alimentaria, incrementa el desarrollo de resistencia antimicrobiana en las
bacterias que colonizan estos alimentos, entre estas C. jejun/ (12, 54, 58). Para C. jejuni
se considera que debido a que el desarrollo de resistencia antimicrobiana es a nivel
cromosomal, el patron de desarrollo de resistencia antimicrobiana no se altera
rapidamente, aunque debido al reporte de diversos estudios realizados es conveniente
analizar a dicho microorganismo ya que si se ha observado variacidn en los patrones de
resistencia de la bacteria (1, 13). Asi, se ha reportado cepas de £. cofi multiresistentes
como parte de la microbiota intestinal normal en un 1.4 por ciento de persoﬁas sanas y en
mayor porcentaje en pacientes bajo tratamiento antimicrobiano, como por ejemplo: con
cloranfenicot en un 61 por ciento y estreptomicina en un 20 por ciento. También se ha
observado que en personas que fueron tratadas con tetraciclina, a la siguiente semana de
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iniciado el tratamiento, la £. cofi de la microbiota fecal normal presentaba multiresistencia
(56). |

Varios estudios han reportado el incremento de resistencia a antimicrobianos en
cepas de C. jejuni, tanto en paises desarrollados como en paises en desarrolio, aunque
considerando que en estos (itimos no hay control ni restriccidn de los antimicrobianos,
aqui los rangos de resistencia son mucho mayores que en paises desarrollados (1).

No solamente es importante el incremento de resistencia que se ha observado en
cepas de (. jejuni hacia los antimicrobianos de eleccidn como la eritromicina,
ciprofloxacina y tetraciclina, también es muy importante la resistencia que se pueda
observar en los antibidticos que se utilizan como terapia attemativa, entre estos la
ampicilina, cloranfenicol y gentamicina. Ademas, def)ido a que para la identificacion de
este microorganismo se utiliza la prueba de susceptibilidad al acido nalidixico es muy
importante el incremento de resistencia que se ha observado (1, 14, 63).

Para la eritromicina se han reportado rangos de resistencia desde 1.3 hasta 6.0 por
ciento, observandose que este incremento se ha dado a partir del afio de 1,987 y se ha
mantenido relativamente estable hasta 1,991 (14, 30, 33, 57-60). Aun asi, se han
reportado varios estudios en los que no se ha observado desarrollo de resistencia
antimicrobiana contra la eritromicina (14). En Finlandia se observd un 3 por ciento de
resistencia, en Lagos, Nigeria se hicieron dos estudios; en el primero habia un 82 por
ciento de cepas susceptibles al antimicrobiano, posteriormente estos datos cambiaron,
observandose solamente un 20.8 por ciento de cepas susceptibles a la eritromicina (11,
57, 58). En el norte de India, se aislo un 1.3 por ciento de cepas resistentes a la
eritromicina y en Riyadh, Arabia Saud'lta se encontré un 6.0 por ciento de cepas
resistentes aisladas de! hospital de la localidad (30, 61). En Tokio y en Canada se
observaron rangos menores de resistencia a la eritromicina con un 0.6 por ciento y 1 por
ciento respectivamente (62, 63). No se ha observado variabilidad considerable en los
patrones de resistencia a la eritromicina seguin reportes obtenidos hasta el afio de 1995
(60, 62).

La resistencia a la eritromicina se debe a tres factores mediados por plasmidos:
disminucion de la pemmeabilidad del farmaco a través de la membrana celular,

modificacion de los sitios blanco en el ribosoma y la hidrélisis de la eritromicina por una



estearasa que producen las Enterobacterias (47, 48). La resistencia intrinseca a los
macrdlidos en las bacterias Gram negativo se debe a la baja permeabilidad de la
membrana externa a estos compuestos hidrofdbicos. La resistencia adquirida, ocurre
frecuentemente por alteraciones a nivel ribosomal, inactivacion del antimicrobiano asi
como bombas de eflujo (46-48). '

Como anteriormente se menciona, se ha propuesto que la resistencia cbservada en
cepas de C. jejuni a la eritromicina esta mediada cromosomalmente, pues no se han
encontrado plasmidos de DNA en la bacteria. £y es ef gen que codifica la resistencia a la
eritromicina y esta asociado con la transformacion del fragmento 3 Smal con 240-kb, de
UAS585 a UA417. Es importante hacer notar que la resistencia a la eritromicina se observa
mas frecuentemente en cepas de C. coff que de C. jejuni, El mecanismo por el que C
jejuni adquiere resistencia a la eritromicina alin es incierto; se han efectuado varios
estudios buscando fa presencia de diversos mecanismos por los que pueda adquirir esta
resistencia, como genes de RNA metilasas, enzimas activadoras de la eritromicina, bombas
de eflujo y evidencia de mutaciones en genes de proteinas ribosomales o del RNA. Uno
de los mecanismos: mas acéptados a la fecha es que la resistencia a la eritromicina se
adquiere al nivel de la sintesis de proteinas, pero se necesitan mas estudios que lo
confirmen (47, 48, 64).

La ciprofioxacina es uno de los antibidticos relativamente nuevos, a los que C
Jjejuni ha desarrollado resistencia muy rapidamente y en rangos muy grandes hasta de
34.3 por ciento {59, 60, 65). En el norte de India y en la peninsula Ibérica se han
observado rangos bajos de 2.7 y 4.1 por ciento respectivamente, en Tokio un 7.3 por
ciento y Finlandia un 9 por ciento (57, 61, 62, 66, 67). En Barcelona, Prats y
colaboradores, han reportado un incremento de la resistencia de los afios de 1,985 a
1,998 de 1 al 82 por ciento (13). También Gaudreau reporta un incremento del 0 al 12,7
por ciento a partir de los afios de 1,985 a 1,997 (14). Sin embargo, en otros paises se ha
reportado que no hay resistencia a este antimicrobiano como es el caso de Egipto (68,
69).

Varios autores reportan que el acido nalidixico puede ser considerado como un
marcador de susceptibilidad antimicrobiana para la ciprofloxacina cuando se evalia la

susceptibilidad de C. jejuni Ademas, reportan un alto porcentaje de resistencia
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antimicrobiana hacia este antimicrobiano, dato que es muy importante ya que se utifiza
como prueba de identificacion para este microorganismo (14, 41-43). '

Se considera que la resistencia a las quinolonas esta relacionada con una mutacion
simple en una topoisomerasa la cual puede conferir resistencia tanto a fluoroquinolonas
como a quinolonas no fluoradas (13, 46-48, 65). También se han propuesto otros
mecanismos de resistencia a la ciprofloxacina. Estos mecanismos sugieren una reduccion
del acceso del antimicrobiano a fa célula bacteriana, como en el caso de la alteracion de
las porinas de la membrana externa o las bombas de eflujo, especialmente cuando estos
mecanismos estan en combinacion con la enzima DNA girasa modificada (47, 48, 65, 70).

La tetraciclina es uno de los antimicrobianos al que C. jejuniha desarrollado mayor
resistencia. En lugares donde la resistencia es baja se han encontrado rangos de 9.3 por
ciento como es el caso del norte de India, 11 por ciento en Dinamarca y 20 por ciento en
Canada (54, 58, 61, 63). Se presentan rangos mayores del 43 por ciento como es el caso
de Tokio con 43.2 a 55 por ciento y 70 por ciento en Israel (59, 62, 68, 72, 73). Otro
estudio mas reporta un 100 por ciento de resistencia en cepas de Campylobacter sp. (74).
Prats y oolaborado:res reportan un aumento de los rangos de resistencia de 23 a 72 por
ciento de los afios de 1985 a 1998 (13). Gaudreau reporta un incremento en los rangos
de resistencia del 19.1 al 55.7 por cinto de 1,985 a 1,997 (14).

La resistencia a la tetraciclina en cepas de C. jejuni esta mediada por un plasmido
transferible, el plasmido pUA466 de 45 kilobases, el cual al estar presente disminuye
notablemente la accidn de la tetraciclina sobre la sintesis protéica de la bacteria (22, 47,
73, 75). Otro mecanismo de resistencia a este antimicrobiano es la presencia de bombas
de eflujo. Nomalmente, la tetraciclina se difunde atraves de la mebrana celular, se
concentra en el citoplasma y adopta una forma idnica que no le permite pasar
‘nuevamente a traves de la membrana celular. Las bombas de eflujo permiten el paso de
la tetraciclina al citoplasma de la célula pero, regresan el antibiético fuera de la célula tan
rapido como entrg. Las bombas de eflujo controlan los niveles de tetraciclina en la céluia,
para que ésta no interfiera en la funcién ribosomal (47, 48).

La ampicilina es un antibidtico que no es muy utilizado en el tratamiento de
gastroenteritis por C. jejuni por lo que no se reportan muchos datos sobre él, pero se han
hecho estudios en los que se presentan rangos de resistencia desde 12.5 por ciento hasta




18.6 por ciento. En el norte de la India se reporta un 16 por ciento de resistencia hacia la

ampicilina y en Lagos, Nigeria un 12.5 por ciento (11, 13, 61). Reina neporté un 51.8 por
ciento de resistencia a este antimicrobiano (43). En Barcelona, se observo un incremento
de las cepas que producian beta-lactamasa de un 23 por ciento en 1,985 a un 83 por
ciento en 1,998 (13). Varios estudios reportan que las cepas que producen beta-
lactamasa son mas resistentes que fas que no la producen, a antimicrobianos como la
amoxicilina, ampicilina y ticarcilina (53, 71).

Las bacterias pueden adquirir resistencia a la ampicilina alterando la estructura de
las proteinas que se enlazan a las penicilinas evitando asi el enlace con el antibidtico;
inactivando at antibidtico o evitando que et antibiético tenga acceso a las proteinas que se
enlazan a las penicilinas. Las bacterias cambian estas ‘protel'nas por mutaciones genéticas
o adquiriéndo nuevas proteinas de enlace a la penicilina, provenientes de otras bacterias
(47, 48).

La inactivacicn del antibidtico se lleva a cabo por la produccion de la enzima B-
lactamasa que hidroliza un enlace del anillo B-lactamico, lo cual evita la accion
antimicrobiana de la ampicilina. Las mutaciones en los genes de las porinas provocan
cambios en estas proteinas, que fas hace menos accesible a los antibidticos B-lactamicos;
aunque este mecanismo de resistencia es poco comin en bacterias Gram negativo (22,
47, 48). |
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IV. Justificacion

Campylobacter jejuni es uno de los principales agentes causantes de diarrea en
el humano, especialmente en nifios menores de cinco afios. En la actualidad ha adquirido
particular interés, ya que se le ha reconocido como el segundo agente causal de diarrea
aguda en paises en vias de desarroilo y se ha aislado principalmente de zonas templadas y
tropicales. En las personas mas susceptibles de adquirir la infeccién los cuadros clinicos
pueden ser severos, por lo que es necesaria la administracion de antimicrobianos.

Para el tratamiento de gastroenteritis por C. jejuni por lo general se recurre a la
eritromicina como antimicrobiano de eleccion y a la tetraciclina, cloranfenicol,
ciprofloxacina y ampicilina como altemativas. |

Actualmente, se ha observado en varios estudios efectuados en paises
desarrollados, que C. jejuni ha desarrollado cierta resistencia a estos antimicrobianos, los
cuales se utilizan comiinmente. Por esta razon es necesario determinar la presencia de
cepas resistentes en Guatemala, con el fin de establecer si los tratamientos que se utilizan
son aiin efectivos contra este microorganismo. También, es importante comparar los
patrones de resistencia que presentan los dos grupos de cepas en estudio, ya que en
Guatemala el uso de antimicrobianos es indiscriminado y este microorganismo desarrolia
resistencia faciimente a diversos antimicrobianos que se-utilizan para contrarrestar fas
infecciones por C. jejuni.

En Guatemala la poblacidn en general vive en condiciones sanitarias y
nutricionales deﬁcienfes, en particular la poblacién infantil. Estos dos aspectos
predisponen la susceptibilidad a I - infeccién, por lo que deben administrarse
antimicrobianos con mayor frecuencia para contrarrestar los efectos de las infecciones
gastrointestinales que son muy frecuentes; y es aqui donde se hace sumamente
importante 1a determinacién de resistencia de los diferentes agentes antimicrobianos para

orientar hacia la terapéutica mas conveniente,
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V. Objetivos

A. General:
» Determinar la presencia de resistencia antimicrobiana /i vifro, ‘de cepas
guatemaltecas de C. jejuni a la eritromicina, tetraciclina, ampicilina y

ciprofloxacina.

B. FEspecificos:
o Establecer la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) de la eritromicina,

tetraciclina, ampicilina y ciprofloxacina en cepas guatemaltecas de C. jejuni,

¢ Comparar los patrones de resistencia de las cepas aisladas durante los afios de
1,988 y 1,989 con las que se aislen durante los afios de 1,998 a 2,000.

+ Establecer qué antibidtico es mas efectivo contra cepas de C. jejuni en

Guatemala.

e Determinar cémo es el crecimiento de diferentes Ribotipos de C. jejuni en

diversos medios de cuftivo para su aislamiento.
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VI. Hipotesis

Debido a que el presente estudio es de tipo descriptivo, no se incluye la hipotesis.




VII. Materiales y Métodos

A. Universo de Trabajo:
Cepas guatemaltecas de Campylobacter jejuni.

B. Muestra de Trabajo:

Para el presente estudio se utilizaron 106 cepas de C. jejuni. Cien de estas cepas,
fueron aisladas de nifios con y sin diarrea de la comunidad de Santa Maria de Jesls,
Departamento de Sacatepéquez en un estudio longitudinal de diarrea persistente realizado
por el INCAP en los afios de 1,988 a 1,989. Las cepas recolectadas fueron aisladas e
identificadas por el personal de los laboratorios de Microbiologia y Virologia de! INCAP, y
se conservan en cultivos stock en leche descremada a -70°C.

También se utilizaron 6 cepas aisladas de un total de 2,221 muestras de heces,
que fueron analizadas durante los afios de 1,998, 1,999 y los primeros seis meses del
2,000. De estas muestras 155 provenian de nifios que asistieron a la Pediatria del Hospital
Nacional de San Marcos y 2,066 de los estudios realizados en el INCAP durante los afos
1,998 hasta los primeros seis meses de 2,000.

C. Recursos
1. Humanos
« Br. Wanda Patricia Gonzalez Pérez (Tesista)
» Lic. Olga Torres de Matute {Asesor)
¢ Lic. Rafael Antonio Pratdesaba Zea (Asesor)
s Dr. Louis A. Bourgeois, Universidad de Johns Hopkins {Colaborador)

2 Institucionales

» Laboratorios de Microbiologia y Virologia, Instituto de Nutricidn de Centro América
y Panama (INCAP).

» Hospital Nacional de San Marcos, “Dr. Moisés Villagran Mazariegos”,




3.1

3.1.

Materiales
1 Equipo
Balanza analitica

‘Balanza semianalitica

Replicador

Pipetas automaticas de 200 a 1000 uL y de 50 a 250 ul

Tips

Campana bacteriologica ‘
Congeladores a —20°C y —70°C
Autoclave

Incubadoras a 37°C y 42 °C
Refrigeradora

Microscopio de luz

Vortex

Potenciémetro

Mechero Bunsen

Estufa

2 Materiales de Laboratorio
Standar de McFarland 0.5

Cajas de Petri de 15 cm de diametro
Viales Eppendorf _
Filtros de membrana de 0.65 zm de diametro
Asas bacteriologicas

Pipetas serologicas

Pipetas pasteur

Bolsas plasticas

Servilletas de papel

Papel parafinado

Papel aluminio

29
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Espatulas de metal

Cinta adhesiva

Guantes de latex

3.1.3 Cristakeria

Erlenmeyer de 250,500 y 1000 mL

Beakers de 10, 25 y 100 mL

Probetas de 50, 100, 500 y 1000 mL

Balones de 10 mL

Botellas con tapon de rosca de 250 y 500 mL
Viales de vidrio con tapdn de rosca de 4.0 mL
Viales de vidrio con tapén de rosca de 8.0 mL

Tubos de vidrio con tapdn de rosca de 10 mL

3.1.4 Medios de cuftivo

-

Agar Columbia

Caldo Tripticasa Soya

Agar Butzler

Agar Preston

Agar Karmali

Agar Skirrow

Agar Blasser-Wang A
Medio de transporte Cary—Bla"ir
Factores de crecimiento V y X

Caldo Tripticasa Soya

Caldo Tripticasa Soya con suplementos XV al 1 por ciento

_ Caldo Tripticasa Soya con glicerol

Sangre de camero

Discos de susceptibilidad de acido nalidixico
Discos de susceptibilidad cefalotina

Cepa control Campylobacter jejuni ATCC 33291




o Cepa control Staphylococcus aureus ATCC 29213
+ Cepa control Staphylococcus aureus ATCC 25923
. » Cepa control Streptococcus pyogenes ATCC 12384

+ Cepa control Pseudormonas aeruginosa ATCC 27853
+ Cepa controt Escherichia colf ATCC 25922
» Cepa control Enferococcus faecalis ATCC 29212

3.1.5 Reguerimientos especiates de cultivo

» Sobres Campy-pak
¢ Jarras Gas-pak

3.1.6 Reactivos

* Agua destilada estéril
* Reactivo de oxidasa

« Etanol al 70 por ciento
« Antibioticos en polvo

» Etanol al 95 por ciento
¢ Perdxido de Hidrogeno al 3 por ciento
» Hipurato de sodio

« Solucion de nihidrina

D. Disefio de Investigacion
1. Tipo de muestreo:
Muestreo probabilistico o aleatorio simple.

2. Proceso de definicién de la_muestra:

2.1,  Universo: '
689 cepas de C. jejuni provenientes de ninos con diarrea habitantes de
Santa Maria de Jesis. Ademds, todas las cepas que se aklaron de muestras de

heces de nifios que asistieron a la Pediatria del Hospital Nacional de San Marcos
durante el afio 1,999. También las cepas que se aislaron de estudios efectuados
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en el INCAP durante los afios de 1,998, 1,999 y los primeros seis meses del afio

2,000,
2.2. Muestra:
Ndmero de cepas que se estudiaron de acuerdo a la férmula:
n= pa?
LE?
1+1 (_pgZ -1)
N L E?
Donde, n = numero de cepas analizadas
p = 50%
g = 50%
NC  Nivelde conflanza = 95% = 1.96
LE = 10%

N Total de cepas= 689 cepas

2.3. Método de seleccidn de la muestra
Aleatorio simple, en el cual todas las muestras tuvieron la misma

oportunidad de ser escogidas.

2.4.  Analisis de resultados
Se hizo una comparacion de los resultados obtenidos de las cepas aisladas
en los afios de 1,988 y 1,989 con las aiskadas en los afios de 1,998, 1,999 y 2000;
con el fin de establecer la diferencia que puede existir en los patrones de

resistencia de los dos grupos de cepas.

E. Procedimiento
Para la determinacion de resistencia a antimicrobianos en las cepas de C. fejuni se
utilizd el método de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) (52, 76, 77). El método de
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CIM presenta varias ventajas sobre las otras técnicas entre las que puede mencionarse la
disponibilidad de hacer las determinaciones a un niimero grande de aislamientos a un bajo
costo, provee un resultado cuantitativo y pueden ensayarse microorganismos fastidiosos
que no crecen bien en caldos de cultivo. Entre las desventajas estdn el procedimiento
laborioso y la inversién de tiempo si se van a ensayar pocos aislamientos, las placas de
agar con antibidticos deben prepararse constantemente y utilizarse frescas y las placas de
agar preparadas no estan disponibles en el mercado (52, 76, 77). A cada cepa se le
determing la CIM pof duplicado de cada uno de los cuatro antimicrobianos ensayados
(Tabla No. 5). Aunque para C. jejuni no se ha estandarizado un método para determinar
la CIM, se recomienda utilizar el método de dilucién en agar con' agar Mueller Hinton

enriquecido con sangre de camero e incubar en condiciones de microaerofilia (1, 14).

1. Obtencion de cepas: 7
Para fa recuperacion de las cepas aisladas durante los afios de 1,998 a 2,000 se

hizo un muestreo de nifios menores de cinco afios que asistieron a la Pediatria de! Hospital
Nacional de San Marcos. Se tomaron muestras de heces de nifios menores de cinco afios
que asistieron a la Pediatria del Hospital durante el primer semestre de 1,999. Estas
muestras fueron transportadas en el medio de cultivo Cary-Blair en refrigeracién y no
transcurrieron mas de 24 horas luego de su recoleccién; posteriormente se realizé el
cultivo correspondiente de cada una de las muestras en los Laboratorios de Microbiologia
del INCAP.

Simultaneamente se evaluaron las muestras de heces de los estudios que se
realizan en el INCAP, estas desde el afio 1,998 a los primeros seis meses del aiio 2,000.

De estas muestras se tomo una porcién de las heces con un hisopo. Estos hisopos se

transportaron en el medio de transporte Cary-Blair disponible comercialmente, en

refrigeracion y no transcurrieron mas de 24 horas luego de su recoleccion.

2. Aislamiento e identificacidn de las cepas:
2.1 Aislamiento

Las muestras que fueron tomadas de los nifics de Santa Marfa de Jesiis durante los
afios de 1,987 a 1,989, se transportaron en el medio de transporte Cary Blair y luego se
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refrigeraron hasta llegar al Laboratorio del INCAP. Estas muestras fueron incculadas en el
medio de cultivo Butzler y se incubaron en la jarra Gas-Pak a 42°C por 48 horas.

Para el aislamiento de las cepas que se obtuvieron de 1,998 al 2,000, también se
inoculd una caja con el medio de cultivo Butzler, con una porcidn de heces del hisopo que.
fue transportado en Cary Blair. Las cajas de agar se incubaron en una jarra (-‘Sas pak en
ambiente microaerofilico (5 por ciento de O,, 10 por ciento de CO, y 85 por ciento de Ny,
para obtener ésta atmdsfera de microaerofilia, se utilizé un sobre CampyPack). La
incubacion se efectué a 42°C por 48 horas. En cada jarra utilizada se incluyd una cepa
control {C. jejuni ATCC 33291) (1).

2.2 Identificacion
La identificacién y caracterizacion de las colonias sospechosas se realizé por medio
la coloracién de Gram modificado, oxidasa, catalasa, pruebas bioquimicas, reduccién de
nitratos, hidrdlisis del hipurato, susceptibilidad al dcido nalidixico y a fa cefalotina y otras
pruebas (Tabla No. 1) (1, 2, 6, 8).

2.2.1 Morfologia:
A partir de las cajas con agar Butzler, se observaron las caracteristicas
morfoldgicas del crecimiento obtenido: si se observahan colonias caracteristicas del
microorganismo, es decir, colonias grises o incoloras, no hemoliticas, planas con

bordes irregulares o redondas y convexas con bordes regulares, también pueden ser

pequenias o grandes y presentar swarming (1, 2, 6, 8)

2.2.2 Tincion de Gram:

A partir de las colonias sospechosas, sé prepard un frote a partir de una colonia
caracteristica y se fijo con calor, Para hacer la tincion sé procedié de la siguiente
forma:

* Sé cubrid el frote con solucidn de cristal violeta por 60 segundos.
* Sé lavo con agua del chorro.
= S5é cubrio el frote con solucion de tugol para Gram por 60 segundos

Sé lavo nuevamente con agua del chorro




» Sé cubrio el frote con sofucion de carbol fucsina por 30 segundos

= Sé lavo con agua de chorro

= Sé dejo secar

» Por Gltimo, se observd el frote con un aumentoe de 1000 X, con e! fin de observar
bacterias con la morfologia caracteristica del microorganismo. Se utilizé una cepa
de C. jejuni ATCC 33291 como control (1, 6). '

2.2.3 Aislamiento de una colonia en agar Columbia:
Del agar Butzler se tomd una colonia y se estrid en una caja con agar Columbia
+ 7.5 po'r ciento de sangre de carnero. El proposito de este procedimiento es purificar
e incrementar el crecimiento bacteriano ya que en agar Butzler es dificil obtener
colonias aisladas en abundancia.

Esta caja con agar Columbia se incuba a 36°C por 48 horas en microaerdfilia.

2.2.4 Prueba de Oxidasa: :

Para la realizacion de esta prueba, se afiadid una gota de reactivo de oxidasa a
una tira de papel filtro Whatman y con un palillo de madera estéril, se tomaron unas
colonias de la caja con agar Columbia y se frotaron sobre [a tira de oxidasa.

Para la interprteacion de resultados, el desarrollo inmediato de una coloracién
plrpura o azul oscuro es una prueba positiva y cuando no hay cambio de color o el
cambio es muy débil desplies de 10 segundos es una prueba negativa.

Se utilizé Psudomonas aeruginosa ATCC 27853 como control positivo y
Escherichia cofi ATCC 25922 como control negativo. (Tabla No. 1) (1, 78).

2.2.5 Prueba de Catalasa:

Se colocé una gota de peroxido de hidrogeno al 3  por ciento en un
portacbjetos. Se tomaron algunas colonias y se mezclaron suavemente con el
peréxido de hidrdgeno. La produccion inmediata de burbujas se tomdé como una
prueba positiva. Como control positivo se utilizd 5. gureus ATCC 25923 y 5. pyogenes
ATCC 12384 como control negative. {Tabla No. 1) (1, 78).



2.2.6 Prueba de Hidrdlisis def Hipurato:

Se tomaron varias colonias del agar Columbia y se colocaron en un tubo con
0.4 mL de Hipurato de sodic. Se incubaron en un bafio de maria a 36°C por 2 horas.
Posteriormente se afiadieron 4 gotas de solucion de nihidrina resbalandolas por las
paredes y se incubé en bafio de maria a 36°C por 10 minutos. ‘

Ef desarrollo de un intenso color plrpura se tomd como reaccién positiva y una
coloracion purpura débil como reaccion negativa. Se utilizé C jejt)ni ATCC 33291
como control positivo y 5. pyogenes ATCC 12384 como contrlo negativo (Tabla No, 1)

(1, 78).

2.2.7 Prueba de Susceptibilidad:

Para esta prueba se hizo una suspension 0.5 de McFrland a partir de las
colonias de la caja de agar Columbia a un tubo con caldo tripticasa soya. Se inoculd
con un hisopo estéril una caja con agar Columbia con 7.5 por ciento de sangre de
camero, Después de 2 minutos, en una mitad de la caja sé colocé un disco de
susceptibilidad con acido nalidixico y en la otra mitad se coloco uno de cefalotina.

Las cajas con agar se incubaron a 42°C por 24 horas. Para los controles se
utilizé C. jefuniATCC 33291y £, colf ATCC 25922 {Tabla No. 1) (1, 76, 78).

3. Recuperacion de cultivos stock:

Los cultivos en leche descremada de las cepas obtenidas en el estudio hecho en
Santa Maria de Jesus que se encuentran congelados a —70°C se sacaron por grupos de
diez viales cada vez. De cada uno de los viales se tomd una asada con un asa
bacterioldgica estéril y se estrié en una caja con agar Columbia adicionado de 7.5 por
ciento de sangre de carnero. Estos subcultivos se incubaron a 36°C por 24 a 48 horas
y posteriormente se observé si habia crecimiento bacteriano. De las cepas que no se
obtuvo crecimiento, se reincubaron las cajas de agar por 24 horas mas y si no se
observaba crecimiento se tomo una nueva asada de los viales congelados a -70°C y se
incubaron en nuevas cajas de agar. De las cepas que si se obtuvo crecimiento se
determind la CIM enseguida, ya que se deben utilizar cultivos joévenes. Los viales se

devolvieron a los congeladores inmediatamente después de ser utilizados, debido a que



los cambios de temperatura pueden disminuir significativamente lka concentracion

bacteriana en los cultivos stock (8, 78).

4, Almacenamiento de antibigticos en polvo:
Los antimicrobianos en polvo se almacenaron de acuerdo con las instrucciones

provista por la casa productora. En general, se almacenaron en refrigeracion a
" temperatura de -20°C protegidos de la luz solar directa, por lo que se almacenaron en
frascos de vidrio oscuro (76, 79).

5. Preparacidn de soluciones stock de antibidticos:
Los antibidticos se pesaron en una balanza analitica y se disolvieron de acuerdo

con la concentracion requerida reportada en la literatura (Tabla No. 6) (76).

Para disolver la eritromicina se utilizo etanol al 95 por ciento, los otros
antimicrobianos se disolvieron con agua destilada estéril, de esta forma se logrd cbtener
soluciones stock con una concentracion de 5,120 pg/ml para cada antibidtico las cuales se
almacenaron a una temperatura de — 70°C en viales eppendorf estériles (Tabla No. 7) (49,
76, 79).

6. Preparacion de las soluciones estandar de los antibicticos a utilizar:

Las soluciones estandar se prepararon a partir de las soluciones stock en los

diluyentes reportados en la fiteratura.

b Las soluciones de eritromicina, se efectuaron con etanol al 70 por ciento ya que fa
solubilidad de este agente antimicrobiano en agua destilada es muy baja y luego de hacer
la dilucion con agua destilada sé observo precipitacion del antimicrobiano, por lo que se
decidio hacerlas con etanol (Tabla No. 6 y 7) (76).

7. Composicién del medio de cultivo:
* Para la determinacidn de la Concentracién Inhibitoria Minima se utilizé el método

de dilucion en agar (1, 14, 76, 77).
Para este procedimiento se utilizo el agar Columbia adicionado de 7.5 por ciento de

sangre de camero en placas de Petri. Los medios se prepararon de acuerdo con las




indicaciones de la casa comercial. Previo a verter el medio (temperatura no mayor de

45°C) se adicionaron los antibiticos a ensayar en las concentraciones requeridas y la
sangre de camero en la proporcion antes mencionada. Los antibidticos que se adicionaron
al medio de cultivo son ampicilina, tetraciclina, ciprofloxacina y eritromicina. A cada placa
de agar se le agrego una concentracion y antimicrobiano diferente (Tabla No.'6). Luego
se vertio el medio en las cajas de Petri, se dejo enfriar y por Gltimo se incubd por 16 a 24
horas a 36°C para comprobar su esterilidad (76, 77, 79). Después de comprobar su
esterilidad las cajas se almacenaron en refrigeracion en bolsas plasticas selladas por no
mas de cinco dias (76, 77, 79).

8. Inoculacion de los medios de cultivo:

Las diluciones en caldo Tripticasa Soya de cada una de las cepas a estudiar, Sé
realizaron de acuerdo con la turbidez de McFarland 0.5 (10° UFC/mL), posteriormente se
efectué una dilucién 1:10 (10’ UFC/mL). Cada dilucién de las cepas se deposité en cada

uno de los pozos del replicador y con este sé aplico el indculo (76, 77, 79).

9. Incubacion de los medios de cultivo:
Las cajas de Petri ya inoculadas permanecieron a temperatura ambiente hasta que
- el agar absorbié el indculo, luego se incubaron en posicion invertida a 36°C por 48 horas
en jarra Gas-pak en ambiente microaerdfilico, para obtener esta atmosfera de

microaerdofilia se utilizaron sobres Campy-pak de la casa Becton Dickinson (76, 77).

10.  Interpretacion de resultados:

Para la validacion de los resultados obtenidos se analizaron cepas ATCC de
referencia de igual forma que las cepas problema (Tabla No. 8). Las placas de Petri se
observaron bajo una luz clara y sobre una superficie oscura para determinar el punto final.
La CIM que se tomo en cuenta, fue la concentracion mas baja de! antimicrobiano en la

que no hubo crecimiento del microorganismo (Tabla No. 5) (76, 77).
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11.  Evaluacidn de la recuperacion de cepas de C._ jejuni autdctonas de Guatemala con

5 diferentes suplementos comerciales y el método de fiftracidn:
En la_comparacion del aislamiento obtenido con diferentes medios de cuitivo y el

método de filtracion se utilizaron 8 cepas de C. jejuni, cada una con un Ribotipo diferente
y una cepa de C. jejuni ATCC 33291.

Para este procedimiento fue necesario infectar heces que no presentaban
caracteristicas de infeccion por este microorganismo, es decir, no eran diarréicas, no
presentaban moco, sangre, leucocitos, etc. Se utilizé un gramo de heces para cada
dilucén que se efectud (108 UFC/ mL, 10° UFC/ mL, 10° UFC/ mL, 10* UFC/ mL y 10 UFC/
mL). Para la realizacion de estas diluciones se sacaron las cepas con diferente Ribotipo
que se conservan almacenadas en leche descremada a —70°C en los Laboratorios de
Microbiologia y Virologia del INCAP. Se inocularon en agar Columbia con 7.5 por ciento de
sangre de camero y se incubaron por 48 horas a 36 °C en atmosfera microaerofilica.
Luego de este tiempo se observé su crecimiento y se hicieron diluciones en caldo Tripticas
Soya con los suplementos V y X al 1 por ciento. Estos suplementos se agreqaron al caldo
de cultivo, debido a que este microorganismo no permanecia viable durante el periodo de
realizacion de las diluciones.

La primera dilucidn, se hizo de acuerdo a la turbidez del estandar de McFarland 05,
(con una concentracién de 10° UFC/ mL). A partir de esta dilucién se hicieron las
siguientes diluciones, tomando 1 mL de la primera dilucion e inoculando en 9 mL de caldo
Tripticas Soya con los suplementos V y X al 1 por ciento para obtener una dilucién con 10’
UFC/ mL. Luego de la sequnda dilucion se tomo nuevamente 1 mL y se inoculd en 9@ mL
de caldo Tripticas Soya con los supleméntos Vy X al 1 por ciento y asi se obtuvo una
difucién con 10° UFC/ mL, de igual forma se realizaron las diluciones posteriores y para
obtener las cinco diluciones que se utilizaron en este procedimiento.

Para infectar las heces con C. jejuni se rotularon tubos con tapén de rosca de

-acuerdo a la dilucion correspondiente, se introdujo un gramo de heces (se peso un gramo
de heces y iuego se tomo aproximadamente la misma cantidad para las demas diluciones
necesarias) en cada uno de los tubos y se agregd 1 mL de cada dilucion al tubo.
correspondiente. Estas diluciones se homogenizaron en un agitador manual.



Posteriormente, de cada dilucion se toraron 100 pL y se inocularon y distribuyeron

en una caja de agar conteniéndo los diferentes suplementos comerciales (Butzler, Blaser-
Wang, Karmaly, Preston y Skirrow). Las cajas de agar se incubaron a 36°C en atmdsfera
microaerofilica por 48 horas. Luego se observd si habfa crecimiento de colonias con
morfologia caracteristica de dicho microorganismo y si este era el caso, se hizo un frote y
se confirmo con las pruebas necesarias para su identificacién (Tabla No. 1).

Para el método de filtracion se hicieron las diluciones de igual forma. Para realizar
la filtracion se colocd un filtro de 47 mm de didmetro y poros de 0.65 pm sobre la
superficie de agar Columbia con 7.5 por ciento de sangre de carnero. De cada dilucion se.
tomaron de 8 a 10 gotas y se dejaron caer una tras otra sobre el filtro. No se aplicaron
mas de 10 gotas ya que esta cantidad se salia de la superficie del filtro y no permitia la
filttracion de toda fa materia fecal.

Estas cajas se incubaron en posicion invertida a 36°C en aerobiosis durante una
hora y luego se sacaron de incubacion para retirar el filtro. Luego se reincubaron a 36°C
en microaerofilia por 48 horas mas. Después de pasado este periodo de tiempo se
observo si habian colonias con morfologia caracteristica y se procedio a su identificacion.

También se hizo un estudio altemo para evaluar el transporte de C. jejunien PBS a
dos temperaturas diferentes 4 y 25°C. Se realizaron las mismas diluciones que fueron
hechas para la comparacién de los suplementos y el método de filtracién, con la diferencia
de que se utilizaron 5 gr de heces y 5 mL de la dilucion de caldo Tripticasa Soya que
contenia al microorganismo. De estas diluciones se agregaron 3 mL a cada tubo con 5 mL
de PBS. A las 24, 48, 72 y 96 horas se tomaron 100 pL de cada dilucién que se evaiud y
se inoculd en agar Butler, se incubd:a 36°C en microaerofilia por 48 horas. Luego se
observé el crecimiento de colonias sospechosas del microorganismo.

En el INCAP se realizé un estudio afterno para evaluar la efectividad del medio de
transporte Cary-Blair. Para este estudio se utilizd una cepa de C. jejuni ATCC 33291 y se
probaron S diluciones; 10° UFC/ mL, 107 UFC/ mL, 10° UFC/ mL, 10° UFC/ mL y 10* UFC/
ml. Estas diluciones se hicieron con solucion salina estéril. La primera dilucién se hizo de
acuerdo a la turbidez del estandar de McFarland 0.5 {10° UFC/ mL), de esta dilucidn se

tomo 1 mL y se inoculd en 9 mL de solucidén salina, para obtener una dilucién con 10’
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UFC/ mL, 'Iuego a partir de esta dilucion se hizo la siguiente y de igual forma se realizaron
| las diluciones subsecuentes. '
De cada dilucidn se inoculo 1 mL en tubos que contenian el medio de transporte

Cary-Blair (las cinco diluciones) a las 24, 48, 72 y 96 horas. Los medios de transporte que
INCAP.

r se analizaron fueron el medio comercial COPAN y el medio de transporte elaborado en el
|
) F. Analisis de datos

Las muestras se analizaron como resistentes o susceptibles a los antibidticos que se

enfrentaron. Asi también se realizé una comparacion de los resultados obtenidos de los

dos grupos de cepas estudiadas.




VIII. Resultados

Para el presente estudio se analizaron 155 muestras de nifios menores de cinco
afios con y sin diarrea provenientes del Departamento de San Marcos. Ochenta muestras
fueron recolectadas en dos escuelas de pre-primaria de la localidad y 75 de nifios que
asistieron a la Pediatria del Hospital Nacional de San Marcos durante los meses de enero a
julio de 1,999. De estas muestras no se obtuvo ningln aislamiento del microorganismo.

Debido a que no se obtuvo ningin aislamiento del muestreo anterior durante los
afios de 1,998 al 2,000, se realizd un estudio de comparacion de medios de cultivo y

métodos de aislamiento de C. Jejuni. Para esto, se analizaron 8 ribotipos diferentes y una

cepa ATCC (C jejuni33291). Los ribotipos fueron tipificados de cepas de €. jejuni que se

encuentran almacenadas a - 70°C en el INCAP (8).

Para determinar cual de los métodos de cultivo para C. jejuni rinde porcentajes de
aislamiento mas elevados, se utilizaron 5 diluciones, 10° UFC/mL, 10° UFC/mlL, 10°
UFC/ml, 10* UFC/mL, y 10° UFC/mL y 5 medios de cultivo disponibles comercialmente,
entre ellos Blaser-Wang, Butzler, Karmali, Preston, Skirrow y también se evalud el método
de fittracidn con membrana. Los resultados de este analisis mostraron que el medio de
cultivo Butzler y el método de filtracion con membrana presentaron mayor porcentaje de
recuperacién de C. jejuni a partir de muestras clinicas, especialmente el método de
filtracion. Con este método de filtracion se observaron aislamientos bacterianos hasta en
la dilucion 10° UFC/mL, en el medio de cultivo Butzler hasta 10’ UFC/mL. En los otros
medios de cultivo {Blaser-Wang, Karmali y Preston) el crecimiento observado fue muy
escaso en la dilucion 10° UFC/mL. Para el medio de cultivo Preston, el crecimiento fue un
poco més abundante, aunque en la dilucién 10° fue en la Ginica que hubo crecimiento. En
el medio de cultivo Skirrow no se logré ningun aislamiento (Tabla No. 9).

Durante 1,998, 1,999 y los primeros seis meses del afno 2,000 se analizaron 2,066
muestras de heces de varios estudios que se realizan en el INCAP. De estas muestras se
obtuvieron seis aislamientos de C. jejuni.

Para la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima, se evaluaron 106 cepas
de C. jejuni, las cuales se enfrentaron a cuatro agentes antimicrobianos: eritromicina,

ciprofloxacina, tetraciclina y ampicilina.
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Al determinar la susceptibilidad se encontro que el porcentaje de resisfencia total a
fos antimicrobianos ensayados, para las cepas aisladas durante 1,987 a 1,989 fue de:
ampicilina 2 por ciento (2 cepas), ciprofloxacina 0 por ciento, efitromicina 3 por ciento (3
cepas) y tetraciclina 1 por ciento (1 cepas) (Tablas No. 10 y 11, Graficas No. 1 a 4).

Para las cepas aisladas en 1,998, 1,999 y 2,000 el porcentaje de resistencia fue de:
ampicilina 50 por ciento (3 cepas), ciprofloxacina 33.3 por ciento (2 cepas), érkromicina
16.7 por ciento (1 cepas) y tetraciclina 50 por ciento (3 cepas). (Tablas No. 10 y 12,

graficas 1 a 4),




IX. Discusion de Resultados

Campylobacter jejuni es uno de los principales agentes etioldgicos de infecciones
gastrointestinales. Durante los afios de 1,987 a 1,989 se tenia conocimiento que este
microorganismo era susceptible a los agentes antimicrobianos de eleccion para su
tratamiento entre los que se pueden mencionar la gentamicina, eritromicina,
aminoglucosidos, tetraciclina etc.

Actualmente, estos patrones de susceptibilidad han variado y se ha observado un
incremento en el desarrollo de resistencia a los mismos agentes antimicrobianos de
eleccion y a aquellos que se utilizan como tratamiento alternativo, entre ellos: ampicilina,
ciprofloxacina, eritromicina y tetraciclina que fueron los 4 agentes antimicrobianos
evaluados en el presente estudio {Tabla No. 10 y grafica No. 5) (1).

En nuestro medio el incremento de resistencia antimicrobiana, se ve influenciado
por la falta de control de los tratamientos administrados, por la falta de informacion sobre
el uso de medicamentos y la carencia de implementacion de la legislacion apropiada para
la venta y receta de antibidticos. La persistencia de estos factores favorece el desarrolio
de resistencia e incrementa los rangos de resistencia ya existentes (80, 81).

La eritromicina es el agente antimicrobiano de eleccidn en el tratamiento de
infecciones por C. jejuni en el presente estudio no se encontraron cepas resistentes
aunque la susceptibilidad a este antimicrobiano si ha disminuido. (Tabla No. 10).

~ Encel primer grupo de cepas estudiado (aislamientos de 1,987 a 1,989) se observo
un 97 por ciento de cepas susceptibles a la eritromicina y un 3 por ciento de cepas con
susceptibilidad intermedia, mientras que en el segundo grupo de cepas (aislamientos de
1,998 al 2,000) la susceptibilidad disminuyd significativamente a un 83.3 por ciento con un
16.7 por ciento de cepas con susceptibilidad intermedia a la eritromicina. Aungue este
égente antimicrobiano puede considerarse activo contra este microorganismo su
susceptibilidad se ha reducido considerablemente y no seria raro gue en otros ambientes y
poblaciones como lo es la poblacién hospitalaria, si se encuentre resistencia de este
microorganismo al antimicrobiano (Grafica No. 3).
La ciprofloxacina es una fluoroquinolona que ha sido utilizada para el tratamiento

de infecciones gastrointestinales y a pesar de ser un agente antimicrobiano relativamente
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nuevo se ha observado el desarrollo de resistencia rapidamente. En el estudio se observd
un incremento del 33.3 por ciento en cepas resistentes. Fn 1,987 a 1,989 no se
observaron cepas resistentes y solamente uno de los aislamientos mostrd susceptibilidad
intermedia al antimicrobiano, mientras que durante los afios de 1,998 a 2,000 se obtuvo
un 33.3 por ciento de cepas resistentes a la ciprofloxacina y no se observaron cepas con
susceptibilidad intermedia (Grafica No. 2).

La ampicilina y la tetraciclina son dos agentes antimicrobianos que en afios
anteriores se utilizaron muy amplia e indiscriminadamente en nuestro pais y que a la fecha
se siguen utilizando. Actualmente, debido a la resistencia que han desarrollado diferentes
microorganismos, los profesionales 'de la medicina prefieren no utilizarlo. Con este
antecedente, podemos observar que en el presente estudio las cepas analizadas presentan
porcentajes de resistencia altos para ambos antimicrobian-os (Tabla No. 10).

Para la tetraciclina se incrementd el porcentaje de resistencia de las cepas aisladas
durante los afios ochenta comparado con las aisladas durante 1,998 al 2,000 del 4 por
ciento al 50 por ciento y un porcentaje de cepas con susceptibilidad intermedia del 2 al
33.3 por ciento respectivamente. Para la ampicilina, los rangos son similares de 2 por
ciento en 1,987 é 1,989 a un 50 por ciento en 1,998 al 2,000. Para este antimicrobiano no
se presentaron cepas con susceptibilidad intermedia (Grafica No. 1y 4).

Los mecanismos de resistencia que las bacterias pueden desarrollar contra estos
dos antimicrobianos son faciles de adquirir. Para la tetraciclina la resistencia se adquiere
por una alteracidn en un gen. Este mecanismo de resistencia, aunque se desarrolla a nivel
genético, es facilmente transferido mediante un pldsmido o transposon de una bacteria a
otra durante el proceso de conjugacién o transposicién.

_ Por otra parte, la ampicilina sufre una inactivacion provocada por la enzima p-
lactamasa, la cual se Heva a cabo por la hidrdlisis de un enlace del aniflo p-lactamico. Esta
hidrdlisis evita la accién antimicrobiana del antibidtico. Este mecanismo también es
facilmente adquirido por las bacterias (47, 48).

El mecanismo por el que las bacterias adquieren resistencia a la eritromicina es
mucho mas complicado, ya que se desarrofla a nivel cromosomal y no se transfiere por
plasmidos (47, 64). Esta podria ser una de las causas por la que los rangos de resistencia

a este antimicrobiano son muche menores.



Otro dato importante de observar es que las cepas aisladas durante los afios de
1,987 a 1,989 no presentan multiresistencia, mientras que en las cepas aisladas durante el
periodo de 1,998 al 2,000 si se observd multirresistencia. En el primer grupo de cepas
analizadas, no se encontraron cepas que fueran resistentes a dos o mas antimicrobianos a
la vez; mientras que en el segundo grupo de cepas analizadas, una cepa fue resistente a
ciprofloxacina, tetraciclina y ampicilina, otra de las cepa a la tetraciclina y ampicilina. Dos
cepas mas, fueron resistentes a un antimicrobiano y presentaron susceptibilidad
intermedia a otro (Tabla No. 11).

Estos datos hacen suponer que de mantenerse el uso inadecuado, la venta sin
prescripcion medica, prescripcion médica indiscriminada y la venta de antimicrobianos
genéricos que no cuentan con los requerimientos basicos, en Guatemala se seguiran
incrementando los rangos de resistencia a antimicrobianos de uso comtn, asi como se
empezara a evidenciar la resistencia a otros agentes antimicrobianos nuevos. Esto puede
traer consigo problemas de salud, dificultad en ef manejo de infecciones con los
antimicrobianos que actualmente se utilizan de rutina, mayores costos de los tratamientos
antimicrobianos, periodos de hospitalizacién mayores con tratamientos més severos y mas
costosos asi como el desarrolio de antimicrobianos nuevos de mayor precio que, en el pais
son dificiles de adquirir. Ademas, es necesario que la prescripcidn de medicamentos se

realice basandose en el antibiograma de susceptibilidad antimicrobiana, deberia

monitorearse continuamente lo que ayudaria a construir informacién epidemioldgica de.

mucha importancia para el pais.

A pesar de que las condiciones de vida de los pobladores del Departamento de San
Marcos son similares a las de la mayoria de la poblacién de nuestro pais y de Santa Maria
de Jests, lugar de donde provenian las cepas aisladas durante 1,987 a 1,989 y que aqui
se obtuvo una recuperacion muy buena de la bacteria, en nuestro estudio no se
obtuvieron aislamientos de C. jejun/ de las muestras que se analizaron provenientes del
servicio de Pediatria del Hospital Nacional de San Marcos, asi como tampoco de las
muestras de los nifios que asisten a escuelas de pre-primarias en donde se realizé el

muestrec. En el pais, fa poblacién en general vive en condiciones que favorecen el.

desarrollo de infecciones por C. jejunj, como por ejemplo: inaccesibilidad al agua potable,
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carencia de excretas, presencia de animales domésticos adentro de las casas, etc. por lo
que se esperaba poder aislar al microorganismo de esta comunidad. '

El aislamiento de este microorganismo se puede ver afectado por ias condiciones
de transporte de la muestra, el clima frio caracteristico de este departamentc y la
distancia para ser transportadas a los laboratorios de Microbiologia del INCAP. En un
estudio efectuado en los laboratorios de Microbiologia del INCAP, se observé que la

- recuperacion de este microorganismo a partir del medio de transporte Cary-Blair, es muy
bueno. En las primeras 24 horas luego de la obtencidn de la muestra, se obtuvieron
aislamiento a partir de heces hésta en una concentracion de 10* UFC/mL; a las 48 horas
solamente se obtuvo crecimiento en las diluciones de 10° y 10’ UFC/mL y a las 72 y 96
horas no se obtuvo aislamiento. A pesar de que se utilizé el medio Cary Blair, que es el
indicado para el transporte, podrian existir otros factores que impidieron el aislamiento del
microorganismo de estas muestras; entre estos que la concentracion de bacterias en [a
muestra fuera poca, mala calidad del medio de cultivo disponible comercialmente, la
temperatura de transporte o que realmente no estuviera presente la bacteria en estas
muestras. '

Debido a estas dificultades en el aislamiento, se decidié hacer una comparacion de
los medios de cultivo utilizados para su aislamiento selectivo y del método de filtracion por
membrana, el cual también se utiliza paré aisiar al microorganismo (Tabla No. 9).

De este experimento se observo que los principales medios de cultivo disponibles.
comercialmente; entre ellos el Butzler, Skirrow, Blaser Wang, Preston y Karmali son muy
inhibitorios para el crecimiento del microorganismo. Se obtuvo muy poca recuperacion en
la dilucion que contenia 10° UFC/mL. Para el medio Preston se obtuvo mejor recuperacion
que con el Blaser Wang, Karmali y Skirrow, pero solamente en la dilucién 10°® UFC/mL
hubo crecimiento. Los suplementos antimicrobianos para estos medios de cuttivo fueron
donados al estudio por el Dr. Louis A Bourgeos de la Universidad de Johns Hopkins, quien
los trajo personalmente al INCAP a las temperaturas adecuadas.

El medio de cultivo Blaser-Wang es muy similar en su composicion al medio de

_cultivo Skirrow, con la diferencia de que contiene dos antibidticos mas en el suplemento.
De acuerdo con la Tabla No. 9, se observa que en el medio de cultivo Blaser-Wang si se

obtuve crecimiento, aunque fue muy poco; mientras que en el medio de cultivo Skirrow no
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se observd crecimiento. Esto puede deberse, a que los otros dos antimicrobiancs
presentes en el medio Blaser-Wang pueden inhibir el crecimiento de bacterias
contaminantes de la microbiota fecal que interfieren en el crecimiento del microorganismo
y que son inhibidas por la presencia de cefalotina y anfotericina en este medio de cultivo
(Tablas No. 2 y 3). _

El medio de cuftivo Butzler, también se ha utilizado ampliamente para el
aislamiento de este microorganismo y ha sido el método utilizado en los estudios del
INCAP desde 1,985. Como se puede observar en los resultados, se obtuvo recuperacion
en las diluciones con 10° y 10’ UFC/mL. Estos datos indican que este medio de cultivo
selectivo es una mejor alternativa para el aislamiento de C. jejun/ que los otros medios
evaluados; sin embargo, en muestras clinicas que présenten una baja concentracion del
microorganismo no puede garantizarse un buen aislamiento (Tablas No. 3 y 9).

Para el medio de cultivo Butzler se hizo una evaluacion extra, se agrego al medio
de cultivo la mitad de la cantidad recomendada de! suplemento selectivo y se utilizaron las
mismas diluciones. Los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos con la
concentracién recomendada del suplemento, pero se obtuvo crecimiento en la dilucién 10°
UFC/mL y en una cepa de los 8 Ribotipos utilizados se obtuve crecimiento hasta en la
dilucion que tenia 10° UFC/mL (solamente se observd crecimiento de dos unidades
formadoras de colonia) (Tabla No. 9). Con estos datos se confirma que, a pesar de que la
concentracion de antimicrobianos es menor, el método no garantiza aislamientos a
concentraciones bajas del microorganismo, por lo debe haber otros factores que afecten el
crecimiento del microorganismo. Entre estos factores se puede mencionar la presencia de
las bacterias de la microbiota fecal qué‘ interfigren y enmascaran el crecimiento de C
Jejuni,

En general los medios de cultivo selectivos tienden a inhibir el crecimiento del
microorganismo, ya sea por la presencia de antimicrobianos, por la concentracion de los
mismos o por permitir el crecimiento de bacterias contaminantes que también inhiben a C.
Jejuni o lo enmascaran, impidiendo su identificacion y crecimiento masivo. El método de
filtracién no utiliza medios selectivos ni temperaturas altas y se recomienda utilizarlo como
método altemo para el aislamiento del Campylobacter, ya que gracias al tamafio y la

movilidad del microorganismo, éste puede atravesar la membrana de filtracion de 0.65 pm



de didmetro. La membrana utilizada a la vez retiene a otras bacterias propias de la

microbiota fecal que son, en su mayoria, incapaces de atravesarla, ya sea por el tamafio
del poro de esta membrana o porque estas bacterias no son mdéviles (1, 3).

Se obtuvo muy buena recuperacién del Campylobacter por este método,
observandose muy buen crecimiento en las diluciones de 10%, 107 y 10° UFC/mL, mientras
que en las diluciones posteriores (10° UFC/mL y 10" UFC/mL) el crecimiento fue menor (se
recuperaron aproximadamente de 8 a 10 UFC por caja) y en la dilucion 10? UFC/mL
crecieron de 1 a 3 UFC. £s importante agregar que estas diluciones se hicieron vy
analizaron por duplicado. Debe tomarse en cuenta que cuando I muestra es demasiado
liquida, ésta puede sobrepasar la capacidad de absorcidn del filtro y salirse por los bordes
lo que ocasionaria que el crecimiento de las bacterias de la microbiota fecal fuera
abundante y no se pudiera observar crecimiento de C. jejuri.

Con estos resultados se puede observar la influencia que ejerce la microbiota fecal
sobre el crecimiento de C. jejuni Debido a que en este método se realiza una filtracién de
la materia fecal se evita el paso de estas bacterias al medio de cultivo y se favorece el
crecimiento y aislamiento del microorganismo.

También se realiz6 el método de filtracion por membrana utilizando los agares
Preston, Skirrow, Karmali, Blaser Wang y Butzler; en las diluciones 10%, 10°, 10% y 102
UFC/mL (Tabla No. 12). Solamente se obtuvo crecimiento en la primera dilucion (10°
UFC/mL) de Preston, Skirrow, Karmali, Blaser Wang y en el medio de cuitivo Butzler en la
dilucion 10° y 10° UFC/mL. Esto Confirma que estos medios de cultivo inhiben
considerablemente el crecimiento de C. jejuryi.

Ademas, se realizd un experimentd para evaluar la efectividad de! PBS como medio

de transporte de muestras para el aislaimiento de C jejuni En la tabla No. 13 se
| observan los resultados evaluando el transporte a dos temperaturas (4 y 25°C). Aqui se
puede observar que esta no es una buena altemativa como medio de transporte, ya que
posiblemente ef medio no contiene los requerimientos necesarios para C. jejuni o el pH
afecta su viabilidad.

Entre otros datos observados en este estudio se puede mencionar que la
recuperacion de C. jejuni de muestras clinicas no varia significativamente con el tiempo de
incubacién de los medios de cultivo. Se hicieron observaciones del crecimiento bacteriano



a las 24; 48 y 72 horas. El crecimiento a las 72 y 48 horas fue bueno pero muy similar
entre ellos, mientras que a las 24 horas ei crecimiento fue muy poco. |
Con e! método de filtracién la recuperacion a kas 24 horas es buena aunque el
crecimiente es mucho mejor a las 48 horas. No se observo una diferencia significativa en
el crecimiento luego de 72 horas de incubacidn. |
Otro ensayo que se realizé fue utilizar bolsas de plastico selladas para la
incubacion de C. jejuni De esta forma se sustituyen las jarras gas-pak que son muy
costosas y no estan disponibles en la mayoria de laboratorios. Se obtuvo muy buenos
resultados, ya que no hubo variacion en el crecimiento del microorganismo con la

incubacién en las jarras gas-pak o con las bolsas plasticas.’
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X. Conclusiones

1. La resistencia de C. jejuni a los agentes antimicrobianos utilizados como tratamientos
de eleccion se ha incrementado continuamente a través de los (litimos afios.

2. Para las cepas aisladas durantes los afios de 1,987 a 1,989, se encontraron los
siguientes rangos de resistencia para los cuatro antibidticos ensayados: ampicilina 2
por ciento, tetraciclina 1 por ciento y para la ciprofloxacina y eritromicina no se

encontro resistencia.

3. Para las cepas aisladas durante los aiios de 1;998 al 2,000, se encontraron los
siguientes rangos de resistencia para los cuatro antibidticos ensayados: ampicilina y
tetraciclina 50 por ciento, ciprofloxacina 33.3 por ciento y para la eritromicina no se

observo resistencia.

4. La eritromicina puede sequir siendo considerada el tratamiento de eleccién para

infecciones causadas por C, jejuni

5. la ciprofloxacina es una buena altemativa para el tratamiento de C. jejuni aunque ‘

debe usarse apropiada y juiciosamente.

6. La ampicilina y tetraciclina, presentan porcentajes de resistencia altos por lo que debe
evaluarse su patron de susceptibilidad antes de utilizarse como tratamientos para esta

infeccion, ‘

7. Es importante el monitoreo de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de las
cepas aisladas de infecciones diarréicas, para administrar un tratamiento efectivo.
8. Los medios de cultivo convencionales pueden ser muy inhibitorios para el

microorganismo y asi dificultar su aislamiento.




52

9. Entre los medios de cultivo selectivos para el aislamiento de C. jejun/ se puede

considerar que el Butzler es una de las mejores altemativas.

10. El método de filtracion por membrana es el mejor método para el aislamiento de C.
Jejuni ya que no requiere una incubadora adicional en el laboratorio y permite el
crecimiento de diferentes cepas de C. jejuni a partir de muestras clinicas en las que se

encuentre tanto en concentraciones bajas como altas.




XL Recomendaciones

Realizar estudios consecutivos en los que se investiguen los patrones de
susceptibilidad a otros agentes antimicrobianos, en especial a aquéllos que se utilizan

como pruebas especiales para tipificar al microorganismo, como es el caso dei acido

-nalidixico vy la cefalotina.

Realizar estudios en los que se evalllen poblaciones de alto riesgo y personas que se

encuentren mas expuestas al microorganismo.

Establecer en los laboratorios de la red de Hospitales Nacionales del pais, las.
condiciones necesarias para el aislamiento y cultivo de C. jejuni ademds, considerar la
implementacion del método de filtracin por membrana para el aislamiento de C

Jejuni,

Realizar estudios a nivel molecular con el fin de investigar los factores genéticos que

codifican los patrones de resistencia antimicrobiana.
Promover el uso apropiado de agentes antimicrobianos a nivel popular y profesional.

Normar el uso de antimicrobianos y establecer un control de cumplimiento de estas

ngmas.

Implementar registros y estadisticas sobre patrones de resistencia en la red de
Hospitales Nacionales del pats.

Evaluar el uso de agentes antimicrobianos utilizades como aditivos alimenticios que se

utilizan como promotores de crecimiento en la industria alimentaria.
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9. Se recomienda evaluar la prevalencia actual de C. jejuni como agente causal de

diarrea y disenteria y monitorearse el patron de susceptibilidad antimicrobiana de las

cepas aisladas de infecciones diarréicas.
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Tabla

No. 4

CONCENTRACIONES APROXIMADAS DE AGENTES

ANTIMICROBIANOS EN SUERO

Agente Anti Vida Dosis Concentracion mas aita alcanzada en
microbiano Media en | Unitaria Suero (ug/mL)
Suero (H) Via Oral Intra Intra
muscular venoso
Ampicilina 1.1 500 mg 2.5-5 8-10 -
Ciprofioxacina 3.5 500 mg 2.5 - 4.6
- 400 mg - - -
Eritromicina 1.5 500 mg 2.3 - -
- 1 g - - 10
Tetraciclina 8 500 mg 4 - 8

Referencia: Nachamkin |. Campylobacter and Arcobacter. Pp xxiii+1482. (En:
Manual of Clinical Bacteriology. 6™ ed. Ed. ASM Press. Washington, 1995).
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Valores para interpretacion de Susceptibilidad Antimicrobianos

Método de Concentracion Inhibitoria Minima

Resifente

Agente Susceptible Intermedio
Antimicrobiano (ng/mL) {ng/mL) {(ug/mL)
Ampicilina <8 16 >32
Ciprofloxacina <1 2 >4
Eritromicina <0.5 1-4 >8
Tetraciclina <4 8 >16

Referencia: NCCLS. Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for

bacteria that grow aerobically- fourth edition; approved standard. 1997;17:4-

25.
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Tabla No. 6

Esquema de Diluciones de Antimicrebianos utilizadas en el

Método de Concentracién Inhibitoria Minima (MIC)

Solucion Antimicrobiana Voly Diluyen Concen Cenc. Final,
Paso | Concentrac | Fuente | men © te tracion dilucion
No. ion (mL) (mL) Intermedia 1:10 en
(ng/mL) (ng/mL) agar
(ug/mL)
1 5120 Stock - - 5120 512
2 5120 Paso 1 1 1 2560 256
3 5120 Paso 1 1 3 1280 128
4 1280 Paso 3 1 1 640 64
5 1280 Paso 3 1 3 320 32
6 1280 Paso 3 1 7 160 16
7 160 Paso 6 1 1 80 8
8 160 Paso 6 1 3 40 4
9 160 Paso 6 1 7 20 2
10 20 Paso 9 1 1 10 1
11 20 Paso 9 1 3 5 0.5
12 20 Paso 9 1 7 2.5 0.25
13 2.5 Paso 12 1 1 1.25 0.125

Referencia: NCCLS. Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for
bacteria that grow aerobicaliy- fourth edition; approved standard. 1997;17:4-

25.
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Antimicrobiano Solvente Diluyente
Ampicilina Buffer de fosfatos, pH | Buffer de fosfatos, pH
8.0, 0.1 mol/L 6.0, 0.1 mol/L
Ciprofloxacina Agua Agua
Eritromicina Etanol al 95% Agua
Tetraciclina Agua Agua

Referencia: NCCLS. Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for

bacteria that grow aerobically- fourth edition; approved standard. 1997;17:4-25.
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Tabla No. 8

Concentracién Inhibitoria Minima de Cepas de Referencia utilizadas
para el Control de Calidad en Ensayos de Susceptibilidad
Antimicrobiana

|

Agente Staphylococcus | Epterococcus Escherichia
Antimicrobiano aureus faecalis coli
ATCC 29213 ATCC 29212 | ATCC 25922
(ng/mL) (ng/mL) (ng/Mi)

Ampicilina 0.25-1 0.5-2 2-8
Ciprofloxacina 0.12-0.5 0.25-2 0.004-0.015
Eritromicina 0.25-1 1-4 -
Tetraciclina 0.25-1 8-32 14

Referencia: NCCLS. Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for

bacteria that grow aerobically- fourth edition; approved standard. 1997;17:4-
25.
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Tabla

1

" 78

COMPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVOS PARA EL
AISLAMIENTO DE Campylobacter jejuni |

Medio de Cultivo Dilucion Dilucion Dilucién | Difucion
108 10° 10* 102
(ng/mL) (ng/mL) | (ug/mL) | (ng/mlL)
Blaser Wang X RC NC NC
Butzler X X NC NC
Butzler con la mitad XX X X NC
de los suplementos _
"- Karmali X NC NC NC
Preston X X NC NC
Skirrow X NC NC NC

NC: No se observé crecimiento de C. jejur.

X: Si hubo crecimiento de C. jejuni.

« En este estudio se analizé una cepa de C. jejuni ATCC 33291 por duplicado y
2 de los Ribotipos que fueron los mas aislados en Guatemala (Ribotipos 3 y
4) por el método de filtracion utilizando como medio de cuitivo los
diferentes agares disponibles comercialmente.
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Tabla No. 1

———

Cultivo de Campylobacter jejuni

Tiempo de | Dilucién 10° | Dilucion 10° | Difucién 10* | Dilucién 102

Transporte (ug/mL) (ug/mL) {ug/mt) (ng/mi)
4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
0 horas X )4 X X NC X NC NC

24 horas X X NC NC NC NC NC NC
48 horas NC NC NC NC NC NC NC NC.
72 horas NC NC NC NC | NC NC NC NC
26 horas NC NC NC ‘NC NC NC NC NC

NC: No se observo crecimiento de C. jejuni.
X: Si hubo crecimiento de C. jejuni.

» En este etudio se analizé una cepa de C jejuni ATCC 33291 y una cepa de
- - cada uno de los Ribotipos que fueron aislados en Guatemala (Ribotipos 1 al
8).
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