UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Frecuencia de Campylobacter spp en nifios asintomaticos que asisten a la
escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del municipio
El Jicaro, El Progreso

Marilin Ivette Franco Vargas

Quimica Bidloga

Guatemala, julio de 2012



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Frecuencia de Campylobacter spp en nifios asintomaticos que asisten a la
escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del municipio
El Jicaro, El Progreso

Informe de Tesis

Presentado por

Marilin Ivette Franco Vargas

Para optar el titulo de

Quimica Bidloga

Guatemala, julio de 2012



JUNTA DIRECTIVA

Oscar Cébar Pinto, Ph.D

Lic. Pablo Ernesto Oliva Soto, M.A.

Licda. Liliana Vides de Urizar

Dr. Sergio Alejandro Melgar Valladares

Lic. Luis Antonio Galvez Sanchinelli

Br. Fausto René Beber Garcia

Br. Carlos Francisco Porras Lopez

Decano

Secretario

Vocal |

Vocal Il

Vocal Il

Vocal IV

Vocal V



A Dios

A mis padres

A mi hermana

A mis sobrinos

A mis tias

A mis tios y primos

A mis amigos

ACTO QUE DEDICO

Por ser mi guia, protector y estar a mi lado en todos los momentos
de mi vida.

Roselva Vargas y Hugo Franco, por la vida, su amor, respeto,
apoyo, comprension, educacién, consejos y valores inculcados para
mi desarrollo como mujer y como profesional.

Karin Ninneth Franco, por apoyarme siempre en las decisiones que
he tomado y en los momentos en los cuales te he necesitado, te
guiero mucho.

Kristhel y Victor Hugo, por llenar mi vida de amor y Felicidad.

Sara Vargas y Dora Vargas, por su apoyo, consejos y sobre todo
por su carifio incondicional.

Héctor Vargas, Rosa Maria Morales, Mauricio, Evelyn, Astrid,
Cecilia, Gaby y José, por estar conmigo en buenos y malos
momentos.

Ligia Casto, Cecy Castillo, Karla Silva, Anibal Cabrera, Marvin Donis
y Karen Belteton, por la amistad incondicional que siempre me
brindaron y estar conmigo en los buenos, pero sobre todo, en los
momentos dificiles.  Gracias por ser mis amigos, los quiero

A mis amigos y amigas

Kareen, Nadya, Vicky, Mabel, Josue, Damaris, Jorge, Nancy,
Leslie, Laura, David, Ma. Paula, Silvia Morales, Julio. A todos por
los buenos momentos que hemos compartido y por estar a mi lado
en momentos dificiles.

A todos mis compafieros de promocion



AGRADECIMIENTOS

Universidad de San Carlos de Guatemala
Por permitirme estudiar y formarme como profesional en esta
magnifica casa de estudios.

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Por todos los conocimientos que me brindé para poder llegar a ser
profesional.

Escuela de Quimica Biolégica
Por permitirme recibir los conocimientos impartidos por dicha
escuela y formarme como profesional.

Mis asesores Lic. Jorge Matheu y Licda. Amanda Géalvez de Matheu, por todos
los conocimientos, orientacién, consejos y apoyo brindado. Muchas
gracias por confiar en mi.

Mis Revisores Licda. Alba Marina Valdés y Licda. Ma. Del Carmen Bran, por el
tiempo y dedicacién que tomaron para realizar aportes tan valiosos
para la culminacién de este trabajo.

Laboratorio Nacional de Salud
En especial al Area de Diagnéstico por abrirme las puertas para
poder realizar esta investigacion.

Mis catedraticos Por sus conocimientos y ensefianzas.

Secretarias de Escuela
En especial a Sheny y Dofia Any, por el apoyo brindado.



INDICE

Resumen

Introduccién

I1l. Antecedentes

VI.
VII.
VIII.

XI.
XIl.
XIII.

A. Taxonomia

Caracteristicas morfologicas y bioquimicas
Vias de transmisién

Mecanismos de patogenicidad
Sintomatologia y complicaciones
Tratamiento

Control y prevencion

IO mMUOw

Epidemiologia
l. Aislamiento e identificacion
J. Informacion demografica de El Jicaro

Justificacion

Objetivos

Hipotesis

Materiales y métodos

Resultados

Discusion

Conclusiones

Recomendaciones

Referencias

Anexos

w

© 0 N o o

Vi



l. Resumen

Una de las enfermedades con mayor indice de morbilidad a nivel mundial es la
diarrea, en Guatemala es uno de los problemas de salud mas importantes ocupando el
segundo lugar (1). Campylobacter  jejuni es el microorganismo causal de
aproximadamente 2 millones de infecciones anuales en Estados Unidos, llegando a ser

mas frecuente que las causadas por Salmonella y Shigella (2).

En el area rural de Guatemala la mayor parte de la poblacién vive en condiciones
sanitarias y nutricionales deficientes, dando lugar a que esta poblacién se encuentre

predispuesta a contraer una infecciéon por Campylobacter spp (3).

El Jicaro es un municipio de El Progreso ubicado en la parte norte del pais, en
donde las condiciones socioecondmicas son deficientes. Por tal motivo, el presente
estudio se enfocO en los posibles portadores asintoméaticos de especies de
Campylobacter, pretendiendo inicialmente establecer su frecuencia en la escuela oficial
urbana mixta Gregorio Peralta del municipio El Jicaro, El Progreso. De la poblacion
captada (124 individuos), 10 presentaron sintomas de tipo gastrointestinal por lo que se

excluyeron del estudio, contando con 114 muestras de heces estudiadas.

Se evaluaron algunos aspectos socioecondmicos relacionados con la probable
infeccién por este microorganismo, como la disponibilidad de servicio de agua potable,
presencia de animales en las casas, tipo de animales de crianza y/o mascotas . EI 90 por
ciento de los participantes contaban con servicio de agua potable en su vivienda, y el 81
por ciento afirma obtenerla de chorro que proviene de tanques y tuberias, el 19% restante
utiliza diversos tipos de agua para consumo, lo cual reflej6 que la calidad de agua
utilizada para beber y eventualmente para cocinar es de buena calidad reduciendo la

posibilidad de una infeccion por alguna especie de Campylobacter spp.

De las 114 muestras de heces analizadas en el frote directo con tincion de Gram
modificada, solamente en 19 se observaron bacilos curvos gram negativo (BCGN),
sugestivos de especies de Campylobacter. Aunado a esto se procedi6 al cultivo de las

114 muestras, resultando todos negativos.



El 98 por ciento de la poblacién estudiada indico la tenencia de animales en su
vivienda, de los cuales el 95.6 por ciento poseian aves de corral, que como se sabe
pueden ser portadores del mircoorganismo estudiado, razén por la cual se evaluaron 15
muestras de hisopado rectal de las aves que habitaban en la misma vivienda que los
participantes, de las cuales 3 presentaron en el frote directo con tincibn de Gram
modificada, bacterias con morfologias presuntivas de especies de Campylobacter,
ademas de crecer en el cultivo respectivo. Estos cultivos fueron nuevamente sometidos a
la tinciébn de Gram modificada, obteniendo solamente en una, el resultado esperado, sin
embargo la prueba bioquimica posterior de confirmacién resulté en una oxidasa negativa,

lo que la descarta de una identificacién completa.

En el presente estudio no se demostrd la presencia de Campylobacter spp en
nifios asintomaticos que asisten a la escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del
municipio El Jicaro, el progreso. Asi como tampoco se demostré la presencia de
Campylobacter spp en aves de crianza que conviven con los nifios estudiados. Razén por
la cual se concluye que Campylobacter spp no es un microorganismo de facil aislamiento

en poblaciones asintométicas.



Il. Introduccién

La diarrea es una de las enfermedades que ha reportado un alto indice de morbilidad a
nivel mundial; en Guatemala es uno de los problemas de salud méas importantes, el cual
ocupa el segundo lugar en frecuencia, reportandose en el afio 2006, 357,317 casos de
diarrea, de los cuales 160,314 se presentaron en nifios de 1 a 4 afos; 73,406 en menores

de un afo y el resto en pacientes de 4 a 60 afios (1).

Son varios los agentes etioldgicos causantes de diarrea, predominando Shigella sp.,
Salmonella sp. Escherichia coli, Vibrio cholerae y Campylobacter spp.; en Guatemala el
mayor causante de enfermedad diarreica es E. coli, seguido por Salmonella y Shigella;
las especies del género Campylobacter no son analizadas de rutina en muestras de
heces, esto debido a que, a diferencia de otras enterobacterias patdgenas, estas son de
crecimiento exigente; es por ello que se desconoce la incidencia real de las infecciones
causadas por este microorganismo ya que la enfermedad no se reporta de forma

sistematica a las autoridades sanitarias (1,2).

En Estados Unidos se ha estimado que cada afio se producen mas de dos millones de
infecciones por Campylobacter jejuni y que tales infecciones son mas frecuentes que las
causadas por Salmonella sp. y Shigella sp. en conjunto (3). En 1989 Pérez C., reportd
gue de una poblacion de 300 pacientes menores de 2 afios con diarrea se aislé
Campylobacter jejuni en el 10% de la misma; por lo que concluyé que este es uno de los
agentes etioldgicos de diarrea infantil mas importantes en Guatemala (4). En el afio 2002,
en Venezuela, Carrillo V. et al concluyeron que la presencia de portadores asintomaticos
podria atribuirse a diferencias en el huésped; es decir, participacion activa de la respuesta
inmune, o al tipo de cepa involucrada, ya que se han descrito diversos factores de
virulencia en estos microorganismos y que la inmunidad contra Campylobacter se

adquiere como consecuencia de una o mas infecciones por el mismo (5).

En Guatemala la mayor parte de la poblaciébn vive en condiciones sanitarias vy
nutricionales deficientes, sobre todo en el area rural, particularmente la poblacion infantil,
los cuales son factores que predisponen a la infeccion por Campylobacter spp . En El
Jicaro, municipio del departamento de El Progreso, muchas de las personas viven de la
venta de leche cruda de vaca, productos lacteos, pollo, etc. O bien se encargan de la

crianza de animales para autoconsumo. En este municipio se reportaron 819 casos de



diarrea durante el afio 2007 de los cuales 162 casos correspondieron a mujeres de 1 a 4
afios y 114 a varones también de 1 a 4 afios (6).

Venezuela ha reportado la presencia de portadores asintomaticos de bacterias del género
Campylobacter (5), sin embargo, en Guatemala actualmente no han sido realizados
estudios para determinar si hay poblacién que pueda ser portadora de dichas bacterias
sin presentar sintomatologia; es por ello que se realizé el presente estudio, el cual
pretendid determinar la frecuencia de Campylobacter spp en portadores asintomaticos
que asistian a la Escuela Oficial Urbana Mixta Gregorio Peralta en el municipio de El
Jicaro, El Progreso y de esta forma poder evaluar la necesidad de incluir el analisis de
Campylobacter spp en un coprocultivo o bien continuar con los andlisis incluidos en los

protocolos actuales.

Para este estudio se realizaron encuestas a cada participante, tomando en consideracion
su estado de salud y condiciones socioecondémicas relacionadas con la vivienda vy
servicios con los que contaba la misma (agua, electricidad, sanitarios), asi mismo se
tomaron muestras de heces, las cuales fueron procesadas por la técnica de filtracién para

el aislamiento de Campylobacter spp.



Ill. Antecedentes

A. Taxonomia

La infeccion por Campylobacter constituye una zoonosis de distribucién mundial;
en los paises industrializados el microorganismo se transmite principalmente a
través de alimentos de origen animal como la carne de aves mal cocida o cruda la
cual es responsable del 50 — 70% de las infecciones esporadicas, mientras que en
los paises menos desarrollados predominan la transmisién por alimentos y aguas
contaminadas con excretas, asi como el contacto directo con personas o animales

enfermos ( 7,8,9).

En 1913 en Gran Bretafa se reporté por primera vez microorganismos en forma de
coma, como agentes causantes de aborto epizootico. Smith y Taylor, en 1919,
informaron del hallazgo de microorganismos vibroides involucrados en aborto
infeccioso de ganado vacuno y lo llamaron Vibrio fetus. En 1931 Jones et al. lo
llamé6 de igual forma al aislarlo de ganado vacuno que presentaba desordenes
intestinales; fue hasta 1944 cuando se aislé de cerdos con disenteria y se le

denomind Vibrio jejuni (10,11).

Los organismos del género Vibrio fueron posteriormente divididos en tres

especies: Vibrio fetus, Vibrio sputorum y Vibrio fecalis (10).

En 1963 Veron y Chatelain recomendaron la transferencia de los vibrios
microaerofilicos al género Campylobacter en la familia Spirillaceae quedando las
especies como Campylobacter fetus, Campylobacter sputorum y Campylobacter
fecalis. Las razones fueron que los organismos vibroides son anaerobios
facultativos, poseen metabolismo fermentativo, producen &cido a partir de
carbohidratos y tienen un contenido de guanina y citosina (G + C) de 40 a 53
moles por ciento, mientras que las especies de Campylobacter son
microaerofilicos, tienen metabolismo respiratorio, no producen acido a partir de

carbohidratos y tienen un contenido de G + C de 29-36 moles por ciento (12).



En 1970 se descubrieron otras especies relacionadas con diarrea como
Campylobacter lari, Campylobacter upsaliensis, Campylobacter cinnaedi,
Campylobacter fenneliae y Campylobacter pylori. De las cuales las tres ultimas
fueron trasladadas posteriormente al género Helicobacter. Actualmente se
reconocen 16 especies pertenecientes al género Campylobacter y 6 subespecies
siendo las més frecuentemente reportadas: C. jejuni (subespecie jejuni), C. coli, C.
lari y C. upsaliensis. (13, 14,15,27).

B. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas

Las bacterias que pertenecen al género Campylobacter son bacilos curvos Gram
negativo, frecuentemente adquieren formas de coma, C, S o en espiral
(sacacorchos), por lo general su longitud es de 0.5 a 8 um y su didmetro
transversal oscila entre 0.2 y 0.5 ym., muestran un movimiento muy activo debido
a la presencia de un flagelo polar no envainado en uno o ambos extremos (13,16).
Estos microorganismos crecen mejor en medios enriquecidos sélidos o liquidos
incubados en un ambiente microaerofilico (5-7% de oxigeno, 10-12% de diéxido
de Carbono y 85% de Nitrégeno); son bacterias de crecimiento lento, por lo
general 48 horas, no esporoformadores, cuya temperatura 6ptima de crecimiento
oscila entre 25 a 42°C; por lo que es considerado como un agente de crecimiento
exigente (13,17).

Los microorganismos del género Campylobacter son oxidasa positivo, no
fermentan los carbohidratos pero pueden ser distinguidos unos de otros por una
variedad de pruebas bioquimicas; Es relativamente fragil, y sensible a las
tensiones ambientales (21% de oxigeno, sequedad, calefaccion, desinfectantes,

condiciones &cidas) (17,18,19).

Los microorganismos del género Campylobacter pueden dividirse en dos grupos
basados en la reaccion de catalasa: los que presentan una reaccion positiva a la
catalasa son los mas frecuentemente asociados con enfermedad humana y las
especies catalasa negativo (Campylobacter upsaliensis), siendo menos frecuentes
gue las especies catalasa positiva, también pueden causar dafio a humanos pero

menos severo (3,20).



C. Vias de transmision

C. jejuni, C. coliy C. lari han sido aislados del tracto gastrointestinal y torrente
sanguineo de animales, lo cual confirma que la principal via de infeccion es por
alimentos o agua contaminados, esto incluye carnes (principalmente pollo), agua
gue se extrae de fuentes contaminadas (riachuelos de montafias o rios) y
productos lacteos sin pasteurizar, rara vez es transmitido de humano a humano

por contacto directo con materia fecal (3,21,22).

La via de transmision fecal-oral es posible, en especial en nifios sin control
esfinteriano o en ambientes con condiciones sanitarias inadecuadas. La
transmisién a partir de personas infectadas asintomaticas que manipulan los
alimentos es rara, pero es frecuente cuando la infeccibn es sintomatica. La
transmisién de C. jejuni se ve minimizada a temperatura de ambiente o inferior a
esta (9).

Quan MA. en 1989, en Guatemala, concluy6 que de 125 muestras de carcasas de
pollo 21 fueron positivas para Campylobacter sp. por lo que es considerada como

fuente potencial de transmision e infeccion (23).

En 1990 en Nueva Zelanda fue reportado un brote de C. enteritis, afectando 116
personas, de las cuales entre 27 a 31 eran nifios; en dicho brote el agua obtenida
para consumo no habia sido clorada ni filtrada antes de su uso, de las 116
personas 30(68%) fueron varones y habian desarrollado una enfermedad
gastrointestinal que se definié como caso de C. enteritis. La sintomatologia incluyo
dolor abdominal (80%), diarrea (75%), cefalea (61%), nauseas (60%), fiebre (59%)
y vomitos (de 11 de 14 personas con sintomas se aislé C. Jejuni). El patron de la
enfermedad clinica en las personas con cultivos confirmados para C. enteritis fue

similar al de las personas cuya enfermedad no fue confirmada por cultivo (24,25).



D. Mecanismos de patogenicidad

Algunos de los mecanismos por los cuales C. jejuni produce enfermedad son adn
desconocidos, sin embargo, se han identificado como factores de virulencia:
toxinas, movilidad, invasion y adherencia; se ha propuesto que C. jejuni coloniza la

mucosa intestinal humana de forma similar a las bacterias de la microbiota normal.

Esta bacteria posee morfologia espiralada, es microaerofilica y puede penetrar
facilmente en el intestino. La adaptacion a la mucosa intestinal y la movilidad son
importantes factores de virulencia de C. jejuni. La toxina liberada por esta produce
cambios citotéxicos en el tejido celular, mediante estimulacion de la produccién de
AMP ciclico; el rol de la toxina en la patogénesis no ha sido definido aun, pero las
bacterias que poseen cadenas con citotoxinas han causado diarreas mas severas
gue los que tienen cadenas negativas para estas, la presencia de citotoxina ha

sido correlacionada, también, en pacientes con diarrea con sangre (3,20).

El genoma de varias especies de Campylobacter ha sido ya secuenciado,
aportando nociones sobre los mecanismos que les permiten causar patogenicidad
(18). Las especies de Campylobacter contienen dos genes de flagelina uno detras
del otro (en tandem), denominados flaA y flaB, que proveen motilidad al
microorganismo. La inactivacion de los dos genes por separado mediante un
método de mutagénesis conocido como recombinacibn homdloga permitid
determinar que uno de los dos genes para flagelinas (flaA) es necesario para la
invasion y que el flaB se expresa débilmente dentro de Campylobacter (16). Estos
genes pasan tanto por recombinacion intragenémica como intergenémica, lo cual
contribuye mas aun a la virulencia de la bacteria. Las cepas inmdviles no son

colonizadoras (26, 27).

Lépez JV, (1994) efectud la comparacion de 75 cepas de C. jejuni provenientes de
diferentes aislamientos realizados en episodios diarreicos y no diarreicos de veinte
nifios de diferente familia; los resultados indicaron que el aislamiento repetido de
Campylobacter jejuni de un mismo nifio mostré reinfeccion por cepas diferentes,
presentando un 100% de variabilidad y un patrén de ribotipos diferente en las
cepas aisladas de un mismo nifio; de esta forma se evidenciaron reinfecciones por

diferentes cepas de Campylobacter jejuni (28).


http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Gen
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flagelina&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma_humano#ADN_repetido_en_t.C3.A1ndem
http://es.wikipedia.org/wiki/Mutag%C3%A9nesis
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Recombinaci%C3%B3n_hom%C3%B3loga&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Cepa

E. Sintomatologiay complicaciones

La sintomatologia causada por Campylobacter puede variar presentandose fiebre,
calambres abdominales y diarrea la cual al inicio es acuosa (parecida a la de
cOlera) y posteriormente puede contener sangre, moco Yy leucocitos (parecida a
disenteria) (3).

La infeccién puede confundirse con apendicitis o un problema pancreatico. Los
sintomas suelen aparecer de uno a siete dias después de la ingestion del alimento
contaminado y la diarrea se detiene generalmente en un periodo de dos a cinco
dias, aun sin tratamiento con antibiéticos, ya que es autolimitante; en
aproximadamente el 20% de los casos la diarrea dura mas de tres a cuatro

semanas o es recurrente (22,29,30).

Raramente, las complicaciones post-infecciosas pueden producir artritis reactiva,
sindrome de Guillain-Barré, el cual es una polirradiculoneuropatia aguda
autoinmune que afecta al sistema nervioso periférico, cuyo inicio se cree ocurre
como resultado de un proceso infeccioso agudo, en donde hay un descontrol del
sistema inmune; es frecuentemente severa y usualmente empieza como una
pardlisis ascendente con pérdida de fuerza en los miembros inferiores que
posteriormente se irradia a los miembros superiores, alcanzando cuello y cara, con

la consecuente pérdida de los reflejos tendinosos profundos (26,31,32).

Carrillo V. et al (2002) en el estudio, realizado en Venezuela, sobre la adherencia e
invasion de campilobacterias termotolerantes en células HEp-2 compar6 la
capacidad que tienen diferentes cepas de Campylobacter para invadir y adherirse
a las células HEp-2; para ello utiliz6 dos poblaciones una de pacientes que
presentaron cuadro diarreico y otro de pacientes asintomaticos concluyendo que
no se observo diferencia estadisticamente significativa en la adherencia e invasién
de las cepas de Campylobacter provenientes de ambos grupos estudiados (5). La
variacion en las manifestaciones clinicas en estos pacientes y la presencia de
portadores asintomaticos podria atribuirse a diferencias en el huésped; es decir,
participacion activa de la respuesta inmune, o al tipo de cepa involucrada, ya que
varios estudios refieren que la inmunidad contra Campylobacter se adquiere como

consecuencia de una o mas infecciones (5).


http://es.wikipedia.org/wiki/Artritis
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_de_Guillain-Barr%C3%A9
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Polirradiculoneuropat%C3%ADa&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_autoinmune
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervioso_perif%C3%A9rico
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmune
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Rajan P. ,en 1982, reportd que en la India el 14.8% de muestras de heces de
personas saludables analizadas eran portadores de Campylobacter fetus Subsp.
jejuni y que la tasa de aislamiento fue alta principalmente en nifios de edad

preescolar (32).

F. Tratamiento

La gastroenteritis causada por Campylobacter es autolimitante, sin embargo
cuando se indica tratamiento, la eritromicina y las fluoroquinolonas son el
tratamiento de eleccién; las cepas de Campylobacter aisladas de deposiciones
humanas como de muestras obtenidas de animales y sus productos han

demostrado un aumento en la resistencia a diferentes antibiéticos.

Giacoboni. G. en un estudio realizado en Argentina en el afio 2001 sobre la
resistencia antibiética en cepas de Campylobacter jejuni en carne de pollo
seleccion6 28 cepas por su resistencia al acido nalidixico para analizar la
susceptibilidad a eritromicina y norfloxacina. El 71.4 % de las cepas presentaron
resistencia a eritromicina con una concentracion minima inhibitoria (CIM) de 64
ug/ml y todas las cepas mostraron resistencia a la norfloxacina con una CIM de 64
ug/ml; por lo que se indica que la alta resistencia mostrada para ambos antibiéticos
en carne de pollo aumenta el riesgo de transferir Campylobacter con estas
caracteristicas al humano, lo cual, dificulta la identificacion del agente etiolégico y

el éxito de la terapia antimicrobiana (33).

Gonzales WP. reporté que en cepas de C. jejuni aisladas durante los afios 1987 a
1989, en Guatemala, se encontraron como rangos de resistencia los siguientes:
ampicilina 2%, tetraciclina 1% y para ciprofloxacina y eritromicina no se encontré
resistencia, sin embargo, en cepas aisladas durante los afios 1998-2000 se
encontré resistencia para tres de los cuatro antibidticos, ampicilina y tetraciclina
50%, ciprofloxacina 33.3%, en eritromicina no se observo resistencia por lo que
sigue siendo considerado el tratamiento a eleccion para infecciones causadas por
C. jejuni (34).

Paz M, et al, en el afio 2005 evalud la actividad antimicrobiana contra especies de
Campylobacter en plantas nativas de Guatemala documentando que las plantas

usadas popularmente para el tratamiento de afecciones gastrointestinales (T.



G.
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lucida, P. guajava, N. lovata, S. americanum y B. crassifolia) no tienen actividad
contra el microorganismo, por lo que puede inferirse que las campylobacteriosis no
pueden tratarse con medicina natural, sino, debe ser tratada con los antibioticos

indicados anteriormente (35).

Control y prevencién

La prevencion de la infeccion por microorganismos del género Campylobacter
requiere medidas de control en todas las etapas de la cadena de los alimentos, es
decir, desde la produccion agricola en la granja hasta las condiciones del ambiente
domestico en el cual se preparara o almacenaréa el alimento. No existen métodos
probados para reducir contaminacién por Campylobacter en granjas de ganado, es
por ello, que la prevencién de leche cruda no ha sido posible, por lo que se

recomienda evitar su consumo (36).

La educacion en la direccion higiénica de los alimentos para los trabajadores de
los rastros implicados en la produccion de carne cruda es esencial, debe
procurarse disminuir la contaminacion microbiolégica al minimo. Las medidas
preventivas para la infeccion de Campylobacter en la cocina de la casa son
similares a las usadas contra otras enfermedades bacterianas producidas por los
alimentos; el unico método eficaz de eliminar Campylobacter de los alimentos

contaminados es la coccién a altas temperaturas (37,38).

En las practicas de prevencion es necesaria la colaboracion de todos, tanto
productores como administradores y consumidores, estos Ultimos deberian tener
presentes una serie de practicas basicas para prevenir este tipo de infecciones.
Por ejemplo, se sabe que el frio impide la multiplicacién de Campylobacter; en
consecuencia se debe evitar romper la cadena del frio de los alimentos; otro
método para evitar infecciones por Campylobacter es ingerir alimentos que estén
suficientemente cocidos o fritos porque el calor lo elimina completamente; y por
tltimo se deben limpiar y desinfectar las superficies de cocina, en donde el
microorganismo puede permanecer. La higiene personal juega también un papel
importante, por ello se deben limpiar manos y ufias después de utilizar el bafio

para evitar su diseminacion (39).
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H. Epidemiologia

En paises en vias de desarrollo y desarrollados Campylobacter spp causa mas
casos de diarrea que las producidas por alimentos contaminados con Salmonella
o Shigella. En estos, las infecciones en nifios de edad menor a dos afios son

especialmente frecuentes, a veces dando por resultado la muerte (27).

La campilobacteriosis es una enfermedad infecciosa ocasionada por bacterias del
género Campylobacter; C. fetus es una causa de abortos espontaneos en ganado

y ovejas, y es también un patégeno oportunista en humanos (24,26).

C. jejuni subespecie jejuni es ahora una de las principales causas de intoxicacion
alimentaria en muchos paises desarrollados, la infeccién por este ocurre mas
frecuentemente durante los meses de verano; el microorganismo invade
principalmente el tracto gastrointestinal de nifios y adultos mayores y ha sido mas

frecuentemente aislado de hombres que de mujeres (21,30).

Los estudios disefiados para detectar las especies patogénicas para humanos han
revelado que C. fetus es responsable de menos del 1% de los casos de enteritis
por Campylobacter. En paises en desarrollo su epidemiologia estda mas asociada a
contaminacioén fecal del ambiente al igual que ocurre con el resto de los agentes

causantes de diarrea (40).

Aunque Campylobacter spp. fue reconocido en Guatemala como un importante
patdgeno hace 20 afios su epidemiologia esta poco estudiada debido a falta de
analisis y recursos en los procedimientos de rutina para la caracterizacion clinico
microbiol6gica de las cepas; esto ha impedido establecer datos epidemiolégicos en
la poblacién (40,41).

La enteritis por Campylobacter ha sido reportada en América del Norte, Europa,
Africa, Asia y Australia. Brotes pequefios han sido observados en familias o en
instituciones; en la primavera de 1978, en Vermont, Estados Unidos ocurrieron
aproximadamente 2000 casos(41). Los reportes de Europa sugieren que la
mayoria de casos ocurre en verano (17, 42,43). Segun Robert V, et al (1982-

1986) en Estados Unidos el 76% de aislamientos realizados en muestras de heces


http://es.wikipedia.org/wiki/Campilobacteriosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Campylobacter_fetus
http://es.wikipedia.org/wiki/Aborto
http://es.wikipedia.org/wiki/Ganado
http://es.wikipedia.org/wiki/Oveja
http://es.wikipedia.org/wiki/Intoxicaci%C3%B3n_alimentaria
http://es.wikipedia.org/wiki/Intoxicaci%C3%B3n_alimentaria
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Campylobacter jejuni y Campylobacter coli fueron las especies predominantes
(44).

Zanuncini RM. en 1981 analiz6 100 muestras de heces diarreicas y reporté que
Campylobacter fetus subsp. jejuni no era un agente comun causante del sindrome

diarreico agudo en el area urbana de la ciudad de Guatemala (40).

En 1989 Pérez CE. reportdé que de una poblacién de 300 pacientes menores de 2
afios se aislé6 Campylobacter jejuni en el 10% de la misma; por lo que concluyé
gue este es uno de los agentes etioldgicos de diarrea infantil mas importantes en

Guatemala (4).

Cruz J. report6 en 1989, en un estudio realizado a nifios de areas marginales de la
ciudad de Guatemala, que los infantes sufren de 2 a 5 episodios de diarreas por
afio de los cuales el 9.4% persisten al menos 14 dias (38). Los nifios menores de
seis meses sufren mas enfermedad diarreica persistente que los mayores, siendo
un factor importante la morbilidad diarreica previa y el nUmero de enteropatdégenos
gue infectan al individuo. En este estudio Campylobacter jejuni fue reportado como
uno de los patégenos mas comunmente asociados a diarrea persistente (38). En
1994, Lépez JV. reporté que la frecuencia de Campylobacter jejuni en nifios del
area rural de Guatemala era de 12.1%; del cual el 7% resulto en disenteria (28).

En personas infectadas con VIH/SIDA la diarrea puede ser causada por diversos
agentes oportunistas entre ellos Campylobacter el cual se asocia a la liberacion de
toxinas cuyas funciones son estimular la secrecién intestinal de agua, cloro y sodio
(43). En una investigacion realizada en Paris, Francia, Molina et al (1995)
reportaron que la infeccién por Campylobacter fue documentada en 76% de los
pacientes que presentaban el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
Campylobacter spp. fue aislado en heces del 72% de los casos y de cultivos de
sangre en un 8 %. Las especies identificadas fueron C. jejuni (84%) y C. coli (16%)
(44).

Font C. et al, en un estudio realizado en Barcelona, Espafia en 1997 determiné
gue la proporcién de mortalidad en pacientes con C. jejuni era de 30.8%; en todos

los casos fatales C. jejuni era resistente a la antibioticoterapia empirica instituida.



14

Se detecto resistencia a ciprofloxacina creciente en las cepas durante ese periodo;
la cual alcanzé una resistencia de 75% en los ultimos afios. La susceptibilidad
antimicrobiana a eritromicina y aminoglucésidos se mantuvo en todas las cepas

analizadas (45).

. Incidencia

C. jejuni subsp. jejuni es reconocido como una de las mayores causas de
gastroenteritis bacteriana aguda y puede causar serio dafio al hospedero; C. coliy
C. lari también son causantes de gastroenteritis pero con menor frecuencia que C.
jejuni. Estudios realizados sugieren que la dosis infectiva de C. jejuni es de 400 a
500 UFC, presentando un periodo de ventana de 1 a 10 dias; el cuadro clinico es
autolimitante y dura entre 2 a 5 dias, el uso de antibiéticos no varia el curso clinico

so6lo elimina la bacteria (46).

En el afio 2002 el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
reporté que en la poblacién de Estados Unidos los patdgenos responsables de la
mayoria de casos de diarrea fueron Salmonella (16.1 casos /100,000 personas),
Campylobacter (13.4 casos/100,000 personas), Shigella (10.3 casos /100,000
personas), Escherichia coli 0O157:H7 (1.7 casos /100,000 personas) Yy
Cryptosporidium (1.4 casos /100,000 personas) (47).

Estudios realizados infieren que en paises en desarrollo la frecuencia de
infecciones por Campylobacter se encuentra en un porcentaje mayor que otras
bacterias; principalmente Escherichia coli enteropatégena y Shigella, sin embargo,
se han reportado casos en los que la frecuencia de Campylobacter en nifios con

diarrea y en controles sin diarrea es similar (8,13,47).

En Guatemala, Camas MA. reportd (2006) que Campylobacter spp. no es un
agente comun causante del sindrome diarreico agudo, ya que fue aislado
Unicamente en una de 502 muestras de heces analizadas referidas al Laboratorio
Nacional de Salud del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de
Guatemala; al igual que el informe de Zanuncini en el afio 1981, sin embargo, esto
difiere de Pérez C. y Cruz J quienes en 1982 infirieron que Campylobater si era un

agente causal de diarrea en el pais (4,28,45,48).
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El cociente estimado -casoffatalidad reportado para las infecciones de
Campylobacter jejuni es de 0.1, significando una muerte por cada 1000 casos de
infeccion. Las fatalidades son raras en pacientes sanos, ocurren generalmente en

pacientes inmunocomprometidos (24).

[. Aislamiento e identificacion

Existen varios factores importantes para el aislamiento de Campylobacter entre los
gue se pueden mencionar: enriquecimiento y selectividad del medio de cultivo,
concentracion de oxigeno y dioxido de carbono en la atmdsfera de incubacién y

temperatura de incubacion (17).

La bacteria es fragil, no puede tolerar la deshidratacion y puede destruirse con la
presencia de oxigeno en altas cantidades. Crece solo si existe menos oxigeno que
la cantidad atmosférica en el entorno. La congelacion evita la proliferacion de

bacterias de Campylobacter (47).

Campylobacter spp se conoce como una especie de crecimiento exigente, sin
embargo, sus necesidades nutritivas no son especialmente complejas por lo que
se pueden cultivar en varios medios peptonados incluyendo el caldo nutritivo;
pueden presentarse problemas en cuanto a su sensibilidad al oxigeno y a sus
derivados activos; si bien las cepas de Campylobacter patdgenas poseen catalasa
y superoxidodismutasa, la acumulacion de perdxidos y superéxido durante el
almacenamiento o durante la incubacion puede inhibir el crecimiento; es por ello
gue para cultivar habitualmente se utiliza una atmésfera de incubacién con un 5-
7% de oxigeno, 10-12% de diéxido de carbono y el 85% de Nitrégeno y medios
gue contienen compuestos que tienen la propiedad de captar el oxigeno, tales

como sangre, piruvato, sales ferrosas, carbon y metabisulfito (14).

Después del enriquecimiento selectivo durante 24 a 48 horas en condiciones de
microaerobiosis a 42 — 45 °C las muestras se diseminan por estrias de superficie
en placas de medios selectivos, de los cuales los mas utilizados son Skirrow,
Butzler y Campy BAP, es importante conservar los medios preparados en
nitrégeno a 4 °C y fuera del alcance de la luz con el fin de reducir la formacion de

oxidos toxicos (14).
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La temperatura de crecimiento de Campylobacter sp. varia de 35-45°C, siéndo la
temperatura 6ptima para las especies mas frecuentes de 42-45°C, no es capaz de
resistir las temperaturas de coccién ni de pasteurizacion. El diagndstico etioldgico

se realiza por aislamiento del microorganismo (14,17,49).

Transporte de espécimen y cultivo

C. jejuni se encuentra en las heces a 25°C por pocas horas, pero sobrevive por lo
menos 2 semanas a 4 °C en heces, leche, agua y orina. Asi, los especimenes en
el hospital que no pueden ser procesados en pocas horas pueden ser colocados
en un refrigerador uno o dos dias. Los microorganismos que se encuentran en
hisopados pueden ser inoculados en medios de transporte como Cary- Blair, el
cual se almacena a 4°C, los cultivos puros de C. jejuni deben ser almacenados a
una temperatura adecuada en un caldo semisdlido brucella enriquecido con sangre
de oveja en un 10% (50).

Seleccién del medio de cultivo primario

Se ha informado que en condiciones ambientales desfavorables las especies de
Campylobacter adoptan un estado viable no cultivable en donde el microorganismo
no puede ser aislado por métodos de cultivo, no obstante, sigue siendo infeccioso.
La confirmacion de este estado es contradictoria si bien, estudios han demostrado
gue los microorganismos viables no cultivables de Campylobacter jejuni son
capaces de revertir al estado cultivable mediante el pase por un hospedero animal
(14).

Filtracion

Desde Dekeyser et al (Estados Unidos 1972) se ha utilizado la técnica de filtracion
para demostrar la presencia de Campylobacter en heces de pacientes con diarrea;
esto ha venido a demostrar que la enteritis por Campylobacter es bastante comun.
Pero la introduccién del medio selectivo de Skirrow generd un avance en reportes

de gastroenteritis causada por Campylobacter (51,52,55).
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Campylobacter jejuni fue la primera especie aislada de heces diarreicas en
humanos en 1972, usando la técnica de filtracion desarrollada en medicina
veterinaria (46, 51,56).

La modificacién usada por Grant, et al, es simple y rapida; se suspende 1 gramo
de heces en 20 mililitros de solucion salina o en caldo de infusion de cerebro
corazén, luego de agitar vigorosamente se centrifuga y se pasan 4 a 5 mililitros de
sobrenadante a través de dos cdmaras con filtros de 0.45 o 0.66 um. El filtrado es
inoculado en agar sangre y/o chocolate e incubado a 42°C de 24 a 48 horas en
condiciones microaerofilicas. Las colonias de C. jejuni crecen bien y son muy

caracteristicas en este medio (29, 52,57,59).

Medio selectivo

Este medio consiste en agar sangre de caballo o de oveja, suplementado con
mezclas de antibiéticos tales como polimixina B, trimetroprimsulfametoxazol y otros
antibidticos como agentes selectivos. Sin embargo debe mencionarse que este
medio contiene cefalotina la cual inhibe el crecimiento de C. hyointestinalis
mientras que C. jejuni crece satisfactoriamente. En algunos casos las células
microbianas aisladas de las heces han sido dafiadas sub-letalmente como
resultado de la congelacion, desecacion o calentamiento y en consecuencia, son
mas sensibles a los antibiéticos y a los derivados téxicos del oxigeno, esto puede
significar que no creceran en medios selectivos habituales a no ser que se les
conceda un determinado tiempo para que se recuperen, como un periodo de
regeneracion de 4 horas a 37°C en un medio no selectivo (13,52). Se recomienda
colocar muestras presuntivas de Campylobacter en medio de cultivo enrriquecido
Unicamente cuando se espera un bajo numero de microorganismos (59). Los

medios selectivos pueden ser Agar Skirrow, Butzler y Campy —BAP (17).

Atmodsfera e incubacion

El cultivo debe ser incubado en una atmésfera microaerofilica de 5-7% de oxigeno,
10-12% de dioxido de carbono y 85% de Nitrégeno (17). Especies terméfilas de
Campylobacter creen mejor de 42 a 43°C que a 37°C, la mayor temperatura actla

como inhibidor de la flora fecal (59) (anexo 5).
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6. Pruebas paraidentificacién

Para todos los procedimientos practicos, el género Campylobacter es identificado

por los siguientes criterios:

a)

b)

Observacion microscépica de heces

En algunos casos la observacion directa de las heces al microscopio de
luz de contraste de fases puede ser de ayuda en el diagnéstico de
Campylobacter spp. (11).

Se observan movimientos caracteristicos de dardo bajo el campo
0Scuro o en un microscopio de contraste de fases, este microorganismo

se mueve a una velocidad de 19 m/seg (13,17).

Morfologia de las colonias

A las 48 horas de incubacion la bacteria puede mostrar dos tipos
morfolégicos de colonias: si se ha inoculado en un medio seco
previamente incubado 24 horas a 35°C se formaran colonias convexas
de aproximadamente 1 mm de didmetro e incoloras, pero si el medio de
cultivo es fresco, lo cual significa que tiene mucha humedad, las
colonias son mas grandes, tendiendo a adquirir un aspecto de gota,
cuyo eje mayor se orienta en el sentido del rayado, que incluso puede
hacer que en las zonas de cultivo mas densas de la placa las colonias
tiendan a tocarse unas a otras. Este ultimo morfotipo colonial se debe al
movimiento activo de Campylobacter por lo que en medio fresco las
bacterias se alejan del centro de la colonia lo que hace que estas

tengan ese aspecto de gotas de agua (13).

Las colonias no son hemoliticas y tienen aspecto plano y acuoso con
bordes irregulares y un colorido gris o ligeramente pardo. Las colonias
sospechosas se examinan al microscopio para estudiar la movilidad y
morfologia, después de su purificacion, se someten a una serie de

pruebas (14).
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c) Coloracién de Gram

Para esta se emplea fucsina carbdlica como colorante de contraste o se
deja safranina por 15-30 minutos, esta modificacion es especial para

Campylobacter (17).

Se observan bacilos curveados, gram negativo con forma de coma, S,

C, espiral o de alas de gaviota ocasionalmente (17).

d) Pruebas bioquimicas: oxidasa, catalasa, fermentacion de la glucosa,
reduccién de nitratos, sensibilidad al acido nalidixico, produccién de
H,S, hidrélisis del hipurato (Anexo 4).

e) Pruebas de Biologia Molecular: PCR

Informacion demogréafica del municipio El Jicaro del departamento de El

Progreso

El municipio de El Jicaro, forma parte del departamento de El Progreso, situado al
oriente de la republica, su cabecera municipal se encuentra a poca distancia de las

margenes del rio Motagua (58).

El municipio de El Jicaro, fue creado por acuerdo gubernativo el 31 de agosto de
1908, cuando era aldea del municipio de San Cristébal Acasaguastlan. El Jicaro se
nombré como municipio independiente con la jurisdiccion de las aldeas El Zapote,
El Paso de los Jalapas, Lodechina, La Chacha, Las Ovejas, Los Bordos, El Espiritu

Santo, El Tambor y Agua Caliente (58).

La extension territorial del municipio es de 228 caballerias, 47 manzanas. El clima
es cdlido, variable en los meses de noviembre, diciembre, enero y febrero,

soplando fuertes vientos en los meses de agosto y septiembre (58).

En el municipio de El Jicaro cruzan los siguientes rios:

A. Rio Motagua: el agua de este rio es utilizada para riego que los agricultores
conducen a los lugares correspondientes bajo sistemas de canales o bombas

mecanicas.
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B. Rio de El Tambor y Rio de Las ovejas los cuales tienen su origen en Jalapa,
son utilizados por la poblacién para riegos y servicios domésticos, estos cruzan
el municipio de sur a norte y son afluentes del Motagua.

C. Rio Anshagua: es un rio pequefio que entra al municipio por el oeste, se une
con el rio las Ovejas en un lugar denominado El Encuentro y su recorrido es de

ocho kildbmetros aproximadamente hasta su desembocadura.

El municipio de El Jicaro cuenta con los servicios de agua potable, energia

eléctrica, correos, centro de salud, 9 escuelas en todo el municipio (58).

El area de Salud del departamento de El Progreso reporté 819 casos de diarrea
durante el afio 2007 de los cuales 162 casos correspondieron a nifias de 1 a 4
afos y 114 a nifios de 1 a 4 afios ; asi mismo dos de los casos de diarreas fueron

diagnosticados como intoxicaciones alimentarias ( 6).
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V. Justificacion

Las bacterias pertenecientes al género Campylobacter han sido reportadas como
principales causantes de infeccion gastrointestinal en paises desarrollados; estas
afectan, en su mayoria, a nifios, adultos mayores y personas inmunocomprometidas. Las
infecciones son asociadas con ingestibn de carnes o agua contaminados y productos
lacteos sin pasteurizar. A nivel mundial el 94% de las defunciones es a causa de
enfermedades diarreicas, sin embargo estudios han reportado que pacientes pueden ser
portadores de Campylobacter spp a pesar de no presentar sintomatologia lo cual se ha

observado, principalmente, en poblaciones de edad preescolar (13, 30, 53).

En la actualidad, en Guatemala, no se ha analizado la prevalencia de infecciones por
Campylobacter spp en nifios, a pesar de haber obtenido resultados positivos 20 afos
atras (4,29) lo cual seria de gran importancia evaluar, ya que las condiciones
socioecondmicas de nuestra poblacion permiten que las personas no consuman
productos lacteos pasteurizados ni cuenten con agua potable o algun sistema de
purificacién de la misma; siendo estas algunas de las principales vias de infeccion por

dicho microorganismo.

En la mayoria de laboratorios clinicos para analisis de un coprocultivo Gnicamente se
investiga Salmonella sp, Shigella sp y Vibrio cholerae; Campylobacter spp por ser un
microorganismo de crecimiento exigente o bien por falta del material o equipo para su

aislamiento no es analizado como agente causal.

Estudios han reportado que existen grupos de portadores asintomaticos de
Campylobacter spp lo cual esta relacionado con el sistema inmunoldgico del portador; es
por ello que es de vital importancia evaluar la presencia de portadores asintomaticos de
Campylobacter spp en la poblacion guatemalteca, por lo que se realizé el analisis de
muestras de heces de nifios asintométicos que asistian a la escuela oficial urbana mixta

Gregorio Peralta del municipio El Jicaro.
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V. Objetivos

A. GENERAL

Determinar la frecuencia de Campylobacter spp en nifios portadores asintomaticos
gue asisten a la escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del municipio El

Jicaro, El Progreso.

B. ESPECIFICOS

1. Establecer las especies mas frecuentes de Campylobacter spp
Determinar la frecuencia de Campylobacter spp por género y edad.
3. Establecer la tenencia de animales domésticos o aves de corral con

Campylobacter spp en los portadores asintomaticos.



VI. Hipotesis

Por ser una investigacion de tipo descriptivo no se incluyé hipotesis.
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VIl Materiales y métodos

A. Universo y muestra de trabajo
1. Universo
Nifios que asistian a la escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta
municipio El Jicaro, El Progreso, que no presentaron sintomatologia de
enfermedad gastrointestinal (diarrea, dolor abdominal, vémitos, fiebre,

etc.)

2. Muestra
114 muestras de heces de nifios de la escuela oficial urbana mixta
Gregorio Peralta del municipio El Jicaro, El Progreso, durante los

meses de abril y mayo del afio 2010.

B. Recursos
1. Humanos
a) Tesista: Marilin lvette Franco Vargas
b) Asesor: Licenciada Amanda Galvez
c) Técnicos del Laboratorio Nacional de Salud, Ministerio de
Salud Publica y Asistencia Social

2. Institucionales
a) Escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del municipio El
Jicaro, El Progreso

b) Area de Bacteriologia del Laboratorio Nacional de Salud

C. Materiales
1. Equipo

a) Hielera
b) Recipientes para recoleccion de muestras de heces
c) Baterias frias
d) Refrigerador 4°C
e) Incubadora 42°C
f) Incubadora 37°C

g) Jarra para anaerobiosis



h)

)
k)

Microscopio
Asa en argolla
Asa en punta
Centrifugadora
Mechero

2. Material

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Membranas de celulosa con poros de 0.45 um
Laminas portaobjetos

Laminas cubreobjetos

Placas de petri

Tubos de ensayo

Campanillas de Durham

3. Reactivos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g9)
h)
i)

Cristal Violeta

Lugol

Alcohol Acetona

Safranina

Solucién salina

Reactivo de Kovac

Peroxido de hidrogeno al 3%

Reactivo A para prueba de nitratos (a-Naftilamina 0.5%).
Reactivo B para prueba de nitratos (acido sulfanilico 0.8%)

4. Medios y reactivos para identificacion de Campylobacter spp

a)
b)
c)
d)

e)

Medio de transporte Cary Blair

Medio de cultivo agar Mueller Hinton + Sangre
Agar glucosa

Caldo nitratado

Discos de acido nalidixico para susceptibilidad antibiotica
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D. Metodologia

Se solicitd el consentimiento de los padres de familia para realizar el
analisis de muestras de heces de sus hijos enfatizando la importancia
del estudio; a los participantes se les elaboré una ficha en la cual se
incluyeron los datos personales de cada uno, asi como las condiciones
de la vivienda y servicios con los que cuentan (agua, electricidad,
sanitarios, etc.) (Anexo 1) se excluyé a los pacientes que presentaron

sintomatologia.

Se recolectaron 114 muestras de heces de nifios asintoméaticos que
asistian a la escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del municipio
El Jicaro, El progreso, seleccionados totalmente al azar, las cuales
fueron colocadas en medio de transporte Cary Blair y transportadas en
cadena de frio (4°C) al Laboratorio Nacional de Salud para su posterior
andlisis. Se realizé la metodologia que se muestra en el anexo 2 y de
las muestras que presentaron colonias con caracteristicas presuntivas
de Campylobacter spp se realizaron pruebas de identificacion (Anexo
3).

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el uso de gréficas
y tablas descriptivas; asi mismo fueron utilizadas medidas de frecuencia
para el célculo de la prevalencia de portadores asintomaticos de
Campylobacter spp.

1. Disefio de Investigacién

A. Poblacién

Nifios asintomaticos de la escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del

municipio El Jicaro, El Progreso.
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B. Tamafo de la muestra

114 muestras de heces de nifios asintomaticos de la escuela oficial urbana
mixta Gregorio Peralta del municipio El Jicaro, El Progreso seleccionadas

totalmente al azar de la poblacién total.

Para el calculo estadistico de frecuencia, se consideré un minimo de muestras
de 97 niflos, para un nivel de confianza del 95%; un limite de error del 10% vy

asumiendo la maxima variacién de una variable binomial (c=0.25)
C. Disefio de muestreo
Probabilistico. Totalmente al azar, proporcional por afio de escolaridad.
D. Andlisis de resultados
Los resultados obtenidos fueron analizados mediante tablas y graficas
descriptivas, asi como por el célculo de medidas de frecuencia, como lo es la

prevalencia de pacientes asintomaticos portadores de Campylobacter spp la cual

tuvo un intervalo de confianza del 95%.
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VIIl. Resultados

Se recolectaron 124 muestras de heces de nifios que asistian a la escuela oficial
urbana mixta Gregorio Peralta del municipio El Jicaro, El Progreso, de las cuales, 10
fueron excluidas debido a que los participantes presentaron sintomas de tipo

gastrointestinal, contando con 114 muestras de heces estudiadas (tabla No.1).

Tabla 1. Datos iniciales de la poblacion en estudio (n=124)

Descripcién NUmero
Total de muestras de heces
humanas 124
Muestras humanas procesadas 114
Hombres 80
Mujeres 34
Muestra humanas excluidas 10
Hombres 8
Mujeres 2

Fuente de datos: Experimental

Antes de proceder al andlisis de muestras se evaluaron algunos aspectos
socioeconomicos relacionados con la probable infeccion por este microorganismo, como
la disponibilidad de servicio de agua potable, presencia de animales en las casas, tipo de
animales de crianza y/o mascotas (tabla No. 2).

Como se puede observar en dicha tabla, el 90% de los participantes contaban con
servicio de agua potable en su vivienda, el 72.81 por ciento afirma utilizar agua de chorro
para consumo, la cual proviene de tanques y tuberias, el 27.19% restante utiliza diversos
tipos de agua para consumo.
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Tabla 2. Aspectos socioecondmicos relacionados con la probable infeccién por

Campylobacter spp.

Descripcidn Numero Porcentaje
(%)

Agua no potable en la vivienda 11 9.65
Agua potable en la vivienda 103 90.35
De chorro 83 72.81
Envasada 12 10.53
Clorada 3 2.63
Hervida 3 2.63
No indican fuente 13 11.4
Animales habitantes en viviendas 112 98.25

Aves de corral 107 95.53

Cerdos 45 40.18

Vacas 6 5.36

Otros 20 17.86
Animales muestreados 15

Pollo 10

Gallina 3

Gallo 1

Pato 1

Fuente de datos: Experimental

Con respecto a los animales en vivienda, el 98 por ciento indicé la tenencia de

animales en su vivienda, de los cuales el 95.53% poseian aves de corral (Tabla No.2).

Con relacion a la recoleccion y cultivo de las muestras de heces para el aislamiento
de las especies de Campylobacter, se realiz6 inicialmente una tincion de Gram
modificada, la cual demostré que de las 114 muestras de heces analizadas en el frote
directo solamente en 19 se observaron bacilos curvos gram negativo (BCGN), sugestivos
de especies de Campylobacter. Aunado a esto se procedié al cultivo de las 114
muestras, no obteniendo aislamiento de colonias presuntivas de Campylobacter en

ninguno.

Otro factor estudiado fue la presencia del microorganismo en aves y considerando
gue la poblacion estudiada poseia aves de corral para la crianza se realizé un muestreo

de hisopado rectal en 15 de estos animales, siendo 10 provenientes de pollos, 3 de
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gallina, 1 de gallo y 1 de pato. De las 15 muestras de hisopado rectal de aves
analizadas, 3 presentaron en el frote directo con tincion de Gram modificada, bacterias
con morfologias presuntivas de especies de Campylobacter, ademas de aislar colonias

presuntivas en los cultivos respectivos.

A las colonias presuntivas de especies de Campylobacter aisladas en los cultivos se les
realizé una tincion de gram modificada, obteniendo solo en una Bacilos curvos Gram
negativo, a dichas colonias se les efectué como prueba inicial la determinacion de
citocromo oxidasa resultando negativo, lo cual descarta que las colonias aisladas

pertenezcan a especies del género Campylobacter (Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de Campylobacter spp en las diferentes muestras estudiadas.

) No. De Tincion de Gram directa Cultivo Gram de cultivo Citocromo Oxidasa
Tipo de muestra o .
*BCGN Otras morfologias positivo Negativo Positivo  Negativo __ Positivo Negativo

Heces humanas 114 19 95 0 114 0 0 **NA **NA

hisopado rectal de

aves
15 3 12 3 12 3 0 0 3

Fuente: Datos experimentales
* Bacilos curvos gram negativo

** No aplica
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IX. Discusioén

Para determinar la frecuencia de portadores asintomaticos de Campylobacter spp
se muestrearon 124 estudiantes que asistian a la escuela oficial urbana mixta Gregorio
Peralta; sin embargo, 10 de ellos fueron excluidos por haber presentado sintomatologia
sugestiva de gastroenteritis durante 10 dias previos a la toma de muestra. Esto
proporciond una poblacién de 114 estudiantes, de los cuales el 70 por ciento eran
hombres y el 30 porciento mujeres, comprendidos en las edades de 5 a 14 afos
(Tabla 1).

De las 114 muestras de heces humanas analizadas ninguna demostré presencia de
alguna especie de Campylobacter, esto definitivamente interfiere con el logro de los
objetivos planteados previo al estudio, que principalmente eran determinar la frecuencia
de Campylobacter spp en nifios portadores asintomaticos estudiados. Consecuentemente
no se consigui6 establecer especies mas frecuentes ni relacionarlo con género y edad, lo
cual pudo deberse a bajo nimero de organismos por gramo de heces, razén por la cual
no se logré el aislamiento de Campylobacter spp, por lo cual se recomienda para
estudios posteriores en poblacion asintomética utilizar otra técnica para la deteccion y
aislamiento de dicho microorganismo, como la técnica de Reaccion en Cadena de

Polimerasa (PCR), la cual es mas sensible que la técnica empleada.

Lo anterior también puede ser debido a que el 90 por ciento de los participantes
tenia acceso a servicio de agua potable en su vivienda lo que reduce las posibilidades de
infeccién por el microorganismo estudiado ya que se ha demostrado que, en el caso de
las especies de Campylobacter, el agua puede ser una de las principales fuentes de
infeccion. Sin embargo existe un 10 por ciento que sin contar con este servicio aumenta
las posibilidades de contaminacion. Estos datos disminuyen considerablemente las
oportunidades de un aislamiento de Campylobacter spp debido a que el agua se

considera como fuente primaria de infeccion (18,47).

Los resultados obtenidos reflejan que la calidad de agua utilizada para beber y
eventualmente para cocinar es de buena calidad reduciendo la posibilidad de una

infeccion por alguna especie de Campylobacter.
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El 98.25% de los participantes indicé tener animales domésticos en su vivienda,
estos animales (tabla No. 2) son de crianza en su mayoria que tienen contacto con la
poblacién. Dentro de estos animales de crianza encontramos aves de corral que son
conocidas como portadores de especies de Campylobacter, por lo que se busco
directamente en ellas la presencia del microorganismo. Se tomaron 15 muestras de
hisopado rectal y en ninguna de las aves se pudo demostrar lo mencionado
probablemente por las razones siguientes, hay que analizar primariamente que la toma
del hisopado rectal se realizé una sola vez, lo cual pudo no haber sido suficiente para
lograr el aislamiento. Aunado a esto, la concentracién que pudo haber estado presente
en el animal no era la suficiente para un cultivo positivo(10* células de Campylobacter).
Analizando estas probabilidades una segunda o tercera toma de muestra podria ser
recomendada, asi mismo la utilizacibn de otras técnicas con mayor sensibilidad y
especificidad como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) que podria dar
mejores resultados, demostrando la presencia del microorganismo a concentraciones muy
bajas. En los animales de mayor edad se ha referido una mejor recuperacion del

microorganismo sin embargo en este estudio no se determind la edad de los mismos (24).

Por otro lado las condiciones climaticas de Guatemala cambian constantemente y
para un estudio como este también hay que considerar el tiempo necesario para los
tramites administrativos por lo que no se pudo realizar el analisis en la época lluviosa que

aumentaria las posibilidades de recuperacion.

Para validar las pruebas y metodologias empleadas se realizaron controles de
calidad con cepas ATCC lo cual garantizé la calidad de los medios de cultivo, asi como
que la técnica utilizada para realizar cada una de las pruebas fuera la correcta. El proceso
de las muestras consistié en la recoleccion de las muestras de heces que siguieron una
cadena de frio 6ptima en el medio de transporte Cary Blair que es el recomendado para
estos procesos y posteriormente analizadas como indica el anexo No.2, en el cual se
puede ver la diluciébn en solucion salina para efectuar la primera prueba de Gram
modificado directo y otra porcidn igualmente diluida para el cultivo. Estos procesos fueron
cuidadosamente realizados por lo que dificilmente puedan ser un factor influyente en el no
aislamiento del microorganismo. Sin embargo si cabe algin margen de error, una

modificacion al filtrado o inclusive una centrifugacion del material fecal concentraria mayor
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cantidad de material y asi aumentar la probabilidad de asilamiento, debe considerarse
entonces para ser incluida en la metodologia en posteriores estudios.



34

X. Conclusiones

1. No se demostré la presencia de Campylobacter spp en nifios asintomaticos que
asisten a la escuela oficial urbana mixta Gregorio Peralta del municipio El Jicaro,

el progreso.

2. No se demostrd la presencia de Campylobacter spp en aves de crianza que

conviven con los nifios estudiados.
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Xl. Recomendaciones

1. Emplear pruebas mas sensibles y especificas, como la técnica de reaccién en
cadena de polimerasa (PCR) para el aislamiento primario de especies de

Campylobacter en poblaciones asintomaticas.

2. Analizar y estudiar protocolos de aislamiento en el laboratorio quimico biolégico

para el aislamiento de Campylobacter en poblaciones asintomaticas.

3. Realizar estudios para el analisis de portadores asintomaticos de Campylobacter
spp, durante época de invierno para lograr mejor aislamiento de colonias de dicho

microorganismo.
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A. ANEXO 1
ENCUESTA
No.
Nombre:
Edad: Sexo:
1. Presenta alguno de los siguientes sintomas:
Dolor abdominal Si No
Dolor de cabeza Si No
Fiebre Si No
Vémitos Si No
Diarrea Si No
2. Tuvo diarrea en los ultimos 14 dias? Si No

3. viven alguno de los siguientes animales en su domicilio?

Cerdos

Aves (Pollos, Patos)

Vacas

4. Tiene agua potable en su vivienda
Si No

5. Que clase de agua utiliza para beber?

De chorro Envasada Pozo

Clorada Otros:

Acepto que a mi hijo/a se le realice el analisis de Campylobacter spp. en la muestra de

heces.

Padre de familia o encargado
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Flujograma de Toma de Muestra, Aislamiento e ldentificacién de

Campylobacter spp.

de El Jicaro, El Progreso.

Recolecciéon de 100 muestras de heces de nifios asintomaticos que
asisten a la Escuela Oficial Urbana Mixta Gregorio Peralta del municipio

Transporte de las muestras en Cary Blair a 4°C
hacia el Laboratorio Nacional de Salud

Realizar una dilucién de la muestra en soluciéon

salina

Colocar una gota de la
dilucién en un portaobjetos

Realizar un frote para tincion de
Gram modificado

Colocar una gota (100ul) de dilucién en papel
filtro (poro 0.45um) suspendido en caja de
petri con agar MH suplementado con sangre,
esperar a que filtre y retirar el papel. Las
muestras se trabajaran por duplicado por el
ambiente de incubacion.

Incubar a 42°C y 37°C por 48 horas, una placa de cada
muestra por temperatura de incubacién, en condiciones
microaerofilicas (5-7% oxigeno, 10-12% CO2,
85% Nitrégeno)

Blsqueda de crecimiento de colonias planas, no
hemoliticas de aspecto acuoso, incoloras a grisaceas
con bordes irregulares,

Realizar pruebas:
Oxidasa
Catalasa
Ureasa

Acido nalidixico
Cefalotina
Hidrolisis de hipurato

Identificar la especie de
Campylobacter (Anexo 3)
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C. ANEXO 3
Tabla 1. Identificacion de Campylobacter spp.
Crecimiento Reacciones Bioguimicas
Acido Utilizacion Reduccién  Hidrdlisis

Microaerofilia Anaerobiosis 25°C 42°C 3,50% Cefalotina Oxidasa Catalasa de de de
Especies NaCl Nalidixico Glucosa NO3 Hipurato
C. jejuni subsp. jejuni + - - + - S R + + - + +
C. . jejuni subsp. doley + - - - - S R + + - - +
C. coli + - - + - S R + + - + -
C. lari + - - + - R R + + - + -
C. fetus subsp. fetus + + + D - R S + + - - -
C. fetus subsp.
venerealis + + + - - R S + + - - -
C. hyointestinalis + - + D - R S + + - - -
S: Susceptible
R: Resistente
D: Dudoso

Tomada de: Romaniuk P. et al. Campylobacter pylori, the spiral bacterium associated with human gastritis, is not a true Campylobacter sp. Journal of

Bacteriology, 1987; 41:169:2137.



Tabla 2. Caracteristicas bioguimicas de especies de Campylobacter termotolerantes

C. jejuni C. cali C. lari C. upsaliensis
sbsp.jejuni sbsp. doley

Hidrdlisis del hipurato - + - - -
Oxidasa - + + + +
Produccion de catalasa + + + + +/-
Reduccion de nitratos + - + + +
Produccion de SH2 - - +/- - -
R. Ac. Nalidixico S S S R S
R. cefalotina R \% R R S
olndoxilacetato + + + - -
Glicina 1% - + + + \%
S: sensible

R: resistente

V: variable

Tomada de: Instituto Nacional de enfermedades Infecciosas, Ministerio de Salud. Manual de procedimientos Campylobacter. Buenos Aires. Argentina .2001
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Tabla 3. Caracteristicas bioguimicas de otras especies de Campylobacter

C.fetus C. hyointestinalis  C.curvus C. rectus C. chowae
sbsp.fetus sbsp.veneralis

Hidrdlisis del hipurato

Oxidasa + + +

Produccidn de catalasa + + + +
Reduccién de nitratos + + +
Produccién de SH2 + + + +
R. Ac. Nalidixico R d R S S R
R. cefalotina S S S S
olndoxilacetato + + +
Glicina 1% + + + + \
S: sensible d: Débil

R: resistente

V: variable

Tomada de: Instituto Nacional de enfermedades Infecciosas, Ministerio de Salud. Manual de procedimientos Campylobacter. Buenos Aires. Argentina .2001
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A. Anexo 4

Ambiente de cultivo para aislamiento de Campylobacter spp
1. Atmosfera de Incubacion
Las formas usuales para generar la atmésfera microaerofilica incluyen:

e Uso de jarra Gas Pak (BBL)

e Uso del Sistema Campy-Pak Il (BBL)

e Uso del principio Fortner

e Uso del frasco de extincion con candela

e Sistema de evacuacion y reemplazo
Pruebas para ldentificacion Campylobacter spp
1. Coloraciéon de Gram

Para esta se emplea Fucsina carbélica como colorante de contraste o
se deja safranina por 15-30 minutos, esta modificacién es especial para
Campylobacter (16).

Se observan bacilos curveados, gram negativo con forma de coma, S,

C, espiral o de alas de gaviota ocasionalmente (16).

2. Pruebas Bioquimicas

i Prueba de Oxidasa

Se usa la técnica de Kovac con dehidrocloruro 2 6 3 gotas del reactivo

sobre una pieza de papel filtro (9).

Campylobacter jejuni, Campylobacter fetus, Campylobacter coli vy

Campylobacter lari son oxidasa positivo (12).
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il. Prueba de Catalasa

Se realiza empleando peréxido de hidrégeno al 3% al igual que la
prueba anterior, se coloca una asada de la colonia sobre un

portaobjetos limpio y luego se agrega una gota del reactivo (5).

Campylobacter jejuni, Campylobacter fetus, Campylobacter coli y

Campylobacter lari son catalasa positivo (12).

iii. Fermentacion de la glucosa

A partir del cultivo se inocula un tubo con caldo purpura de bromocresol
con glucosa al 1% y campanilla de Durham y se incuba a 42°C por 48
horas. Después de la incubacién, el medio debe aparecer morado (no
fermentacion) y en la campanilla no debe haber gas; sin embargo el
medio se tornard turbio debido al crecimiento bacteriano (57).

Campylobacter spp. no fermenta ni oxida la glucosa (58).

iv. Reduccién de Nitratos

Para observar si la bacteria es capaz de reducir el nitrato a nitrito, se
utiliza caldo nitratado al 2.5% y nitrato de potasio al 0.1%. A las 24
horas de incubacién a 37°C los caldos inoculados se revelan con 3
gotas del reactivo A (acido sulfanilico 0.8 gramos, acido acético glacial
30 ml y agua destilada 100ml) y 3 gotas del reactivo B (dimetil a nafil
amina 0.5 gramos, acido acético glacial 30 ml y agua destilada 100 ml)
(59).

Campylobacter jejuni, Campylobacter coliy Campylobacter lari reducen

el nitrato a nitrito (12).

V. Sensibilidad al &cido Nalidixico

Se inocula una placa del medio selectivo de la forma de un

antibiograma y se coloca un disco de acido nalidixico de 30 mg (24).
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La placa se incuba en las condiciones establecidas y luego se observa
el halo de inhibicion que indica la sensibilidad de la bacteria al
antibittico (24).

Vi. Produccion de H,S

Campylobacter no produce H,S en cantidades detectables en medios

como TSI (Tres azucares hierro), SIM (silfide- indole — motility) (59).

vii.  Hidrélisis del Hipurato

Esta prueba diferencia a Campylobacter coli de Campylobacter jejuni
pues solamente Campylobacter jejuni produce grandes cantidades de
glicina en la reaccién lo cual es indicativo de la actividad de la
hipuricasa (24,59).



