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1. INTRODUCCION

Las enfermedades resultantes del consumo de alimentos contaminados
han sido un problema basico para el hombre desde el comienzo. La identificacion y
correccién de los problemas surgidos de las enfermedades de origen alimentario
presentan muchas situaciones dificiles para la salud publica al momento de
descargar responsabilidades.

Las diarreas infecciosas de origen alimentario contindan siendo un gran
problema en los paises en vias de desarrollo ocupando estadisticas alarmantes,
especialmente en nifios de corta edad. Hasta hace poco tiempo sélo era posible
conocer su etiologia en un porcentaje de casos relativamente bajo. Sin embargo
desde hace algunos afios, con la aplicacion de nuevas metodologias, se ha podido
incluir dentro del espectro de agentes microbianos a nuevos enteropatégenos.

Campylobacter jejuni es uno de los agentes etiolégicos que ha tomado
mayor importancia en los ultimos afios, es la principal causa de diarreas
alimentarias de origen bacteriano en Estados Unidos y Europa. En los paises
tercermundistas se considera que puede ser una de las principales causas de
diarrea en nifios y personas de edad avanzada; pudiendo provocar incluso la
muerte.

Los animales domésticos en su mayoria se consideran portadores sanos de
esta entidad patoldgica. En nuestro pais no se ha realizado ningun estudio que
confirme la positividad de los animales a esta bacteria, siendo importante ya que
de confirmarse su presencia, deben tomarse medidas necesarias para prevenir la
contaminacién. Por lo anteriormente expuesto se justifica el presente trabajo,
iniciando el primer estudio de este patdgeno con la especie porcina realizando el
diagnoéstico a través de cultivos de hisopados rectales sembrados en un medio

selectivo para Campylobacter jejuni.
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1l. HIPOTESIS

Los cerdos de abasto que llegan al rastro CECARSA se encuentran positivos
a Campylobacter jejuni.
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111. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Realizar el primer estudio para determinar la presencia de Campylobacter
Jejuni en cerdos en Guatemala.

3.2 Objetivo Especifico:

Determinar la presencia de Campylobacter jejuni en cerdos a faenarse en el
rastro CECARSA a través de cultivos de hisopados rectales.
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IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Enteritis por Campylobacter jejuni

4.1.1 Sinbnimos

Enteritis vibridnica, Campylobacteriosis (2,3)

4.1.2 Historia

Las primeras observaciones de bacterias semejantes a Campylobacter fueron
realizadas por Escherich en 1886 a partir de materia fecal de nifios y de gatos con
diarrea. Aunque no pudo realizar los aislamientos, Escherich denomind Vibrio
felinus a las bacterias observadas s6lo microscopicamente. Los primeros
aislamientos de especies del género Campylobacter fueron realizados en el area de

la microbiologia veterinaria en 1909 y 1913.(2)

Mac Fadyean y Stockmann y posteriormente Smith en 1918 establecieron la
participacion de una bacteria microaerdfila en el aborto del ganado bovino y ovino,
de morfologia similar a las especies del género Vibrio, por lo que se la denominé
Vibrio fetus.(3)

En 1931, Jones y Little aislaron a partir de bovinos con disturbios intestinales un

vibrion microaerdfilo al que denominaron Vibrio jejuni.(2,3)

En 1944, Doyle describié un vibrion aislado del intestino de cerdos con diarrea y lo

denomind Vibrio coli.(2)

La primera asociacion entre estas bacterias curvas y diarrea en el hombre fue
sugerida por Levy en 1946, el que realiz6 un estudio en un brote de gastroenteritis

sobre 357 pacientes en dos establecimientos penales en lllinois, observando en

12
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examenes directos la presencia de formas bacterianas semejantes a Vibrio en el

20% de las muestras.(3)

En 1957, E. King, estudiando las caracteristicas de estos vibrios aislados de
diferentes fuentes, establecio que no todos correspondian a Vibrio fetus,
determinando dos grupos con caracteristicas seroldgicas y bioquimicas diferentes.
Mientras algunos eran capaces de crecer a 25 y 37°C, otros lo hacian a 42°C. A
estos Ultimos se los consider6 como Vibrios relacionados, sugiriendo que eran

agentes de diarrea aguda.(2,3)

En 1963, Sébald y Veron proponen la creacion del género Campylobacter para

incluir estas bacterias.

En la década del 70, Butzler y Skirrow, Bolton y Robertson, Blazer y Col,
desarrollaron medios selectivos que permitieron aislar estos microorganismos con
relativa facilidad y establecer su participacion en diferentes cuadros infecciosos en
el hombre.(2)

En 1972 Dekeyser y Butzlerl aislaron los microorganismos de las heces de
pacientes con enteritis aguda usando una técnica de filtracion que permitia el
pasaje de pequefios bastones curvos a través de una membrana, pero retenia
microorganismos fecales mas grandes. Esa técnica se utiliza actualmente para el
aislamiento de otras especies del género, diferentes de C. jejuni subsp. jejuni o C.
coli com son, por ejemplo, C. upsaliensis, C. hyointestinalis y C. jejuni subsp.
doylei.(2)

4.1.3 Etiologia

La campilobacteriosis es wuna enfermedad infecciosa ocasionada por el
Campylobacter jejuni. Es un bacilo Gram negativo curvo, espirilado o en forma de
“S” que presenta un flagelo Gnico en uno o ambos extremos. En cultivos de varios

dias adquiere formas esféricas u ovoides que han perdido su capacidad para
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multiplicarse en medios de cultivos inertes y que son consideradas como formas

viables no cultivables.

Al comienzo estos microorganismos fueron clasificados dentro del género Vibrio.
Sin embargo, mas tarde, debido a que presentan diferencias fundamentales con
relacion a la constitucion del DNA y por su incapacidad de fermentar los hidratos
de carbono, fueron agrupados en un nuevo género bacteriano denominado

Campylobacter.
Es una especie termofila ya que crece a 42-43°C pero no a 25°C.

Esta especie se encuentra como comensal en el tracto gastrointestinal de una
amplia variedad de animales como bovinos, ovinos, cerdos, cabras, perros, gatos,
roedores silvestres y domesticos y, en todas las variedades de aves de corral y de
vida libre. La dosis infectante en general es baja y varia entre 500 y 1,000,000 de
microorganismos para causar la enfermedad, lo cual evidencia su capacidad de

producir brotes.(2,3,8,12)

4.1.4 Distribucién Geografica

La campylobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial.(2,3,8,9)

4.1.5 Ocurrencia en el hombre

El Campylobacter jejuni es la causa bacteriana mas comdn de la enfermedad
diarreica en los Estados Unidos y paises industrializados. Practicamente todos los
casos ocurren en eventos aislados y esporadicos, no como parte de brotes
grandes. La vigilancia activa por medio de un sistema de vigilancia especial
denominado FoodNet indica que alrededor de 15 casos por cada 100,000 personas
en la poblacion, son diagndésticados cada afio. Mucho mas casos pasan sin

diagnosticar o sin notificar. Se estima que la campilobacteriosis afecta a méas de 1

14
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millon de personas cada afio, 0 0,5% de la poblacion. La campilobacteriosis ocurre
mucho mas frecuentemente en los meses de verano que en el invierno. El
organismo se aisla de lactantes y jovenes adultos con mas frecuencia que en otros
grupos de edades y de los varones con mas frecuencia que de las mujeres.
Aunque e/ Campylobacter no causa por lo comun la muerte, se ha estimado que
500 personas con infecciones de Campylobacter pueden morir cada afio. En

Europa y otros paises industrializados también es el primer agente de diarrea.

En paises en vias de desarrollo es el segundo o tercer agente de diarrea, segun
sea el lugar geogréfico. La enfermedad parece ser mas frecuente en estos paises

en nifios de corta edad y personas de edad avanzada.

Esta bacteria es causa importante de diarreas agudas en viajeros que visitan zonas

en vias de desarrollo.(3,9,11)

4.1.6 Ocurrencia en los animales

Los animales y aves domésticas y silvestres constituyen el gran reservorio de C.
Jejuni pero es dificil incriminar a este agente como causa de enfermedad diarréica
ya que se encuentra una tasa alta de infeccibn en animales clinicamente

sanos.(2,5)

4.1.7 La enfermedad en el hombre

La mayoria de las personas que enferman de campilobacteriosis contraen diarrea,
calambres, dolor abdominal y fiebre dentro de 1 a 10 dias después de la
exposicién al organismo con una media de 2 a 5 dias. La diarrea puede ser
sanguinolenta y puede ir acompafada de nausea y de vomitos. La enfermedad
dura tipicamente una semana. Algunas personas que son infectadas con

Campylobacter jejuni no tienen ningun sintoma. En las personas con sistemas
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inmunoldgicos comprometidos, el Campylobacter jejuni se propaga
ocasionalmente a la corriente sanguinea y ocasiona una grave infeccion que pone

en peligro la vida.

La mayoria de las personas que adquieren campilobacteriosis se recuperan
completamente dentro de 2 a 5 dias, aunque algunas veces la recuperacion puede
llevar hasta 10 dias. En raras ocasiones, pueden resultar de la infeccion con
Campylobacter jejuni algunas consecuencias a largo plazo. Algunas personas
pueden tener artritis como consecuencia de la campilobacteriosis; otras pueden
adquirir una enfermedad rara que afecta a los nervios del cuerpo a partir de varias
semanas después de la enfermedad diarreica. Esta enfermedad, llamada sindrome
de Guillain-Barré, ocurre cuando el sistema inmunoldgico de la persona recibe
“instrucciones” de que ataque a los nervios propios del cuerpo y puede conducir a
paralisis que dura varias semanas y de ordinario requiere atencion intensiva. Se
estima que aproximadamente 1 de cada 1,000 casos notificados de
campilobacteriosis conducen al sindrome de Guillain-Barré. Hasta 40% de los casos
de sindrome de Guillain-Barré en los Estados Unidos pueden haber sido

desencadenados por la campilobacteriosis.(8,9,11)

4.1.8 La enfermedad en los animales

Los animales mamiferos y la aves domésticas y silvestres constituyen el gran
reservorio de C. jejuni pero, muchas veces, es dificil incriminar a este agente como
causa de enfermedad diarreica en ellos ya que se encuentra una alta tasa de

infeccién en animales clinicamente sanos. (2,,3,5)

4.1.8.1 Bovinos

En terneros causa una enteritis clinicamente similar a la del hombre. Las terneras

presentan fiebre moderada, y diarrea que puede durar hasta 14 dias. También es

16
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posible que este agente pueda causar mastitis en las vacas, como lo demostraria
en forma indirecta el hecho de que el hombre puede contraer la enfermedad por el
consumo de leche no pasteurizada. Ademas, la inoculacién experimental de un

muy pequefio nimero de bacterias en la ubre provoca una mastitis aguda.(2,5)

4.1.8.2 Ovinos

C. jejuni es una importante causa de abortos en los ovinos. En la proporcion de
brotes se le atribuye un papel similar al de C. fetus subsp. fetus . Las ovejas
abortan en el ultimo tercio de la gestacion o dan nacimiento a corderitos muertos o
débiles que pueden morir a los pocos dias. La infeccion también origina metritis o
placentitis que pueden llevar a septicemia y muerte de las madres. Es bastante

comun una pérdida del 10 al 20% de los corderos. (2,3,5)

4.1.8.3 Perros y gatos

Cachorros con diarrea han constituido la fuente de infeccion de sus duefios. La
diarrea es el sintoma predominante y el vémito parece frecuente. La enteritis en

gatos por C. jejunies rara.(7)

4.1.8.4 Aves

Las aves constituyen un importante reservorio de C. jejuni. Si bien en pollitos de
tres dias se pudo provocar diarrea con C. jejuni administrado por via oral, no se
sabe si la enfermedad ocurre naturalmente, ya que una alta proporcién de aves

sanas contienen la bacteria en su intestino.(2,11)
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4.1.8.5 Porcinos

El cerdo constituye un reservorio para C. jejuni pero éste no se considera un

agente etioldgico de importancia en las causas de enteritis en esta especie.(2,5)

4.1.8.5.1 Papel que juega el cerdo en la enfermedad

El cerdo es un reservorio de C. jejuni, pero es dificil incriminar a este agente como
causa de enfermedad diarreica en esta especie doméstica, ya que segun estudios
realizados en Europa se encuentra una tasa alta de infeccion en animales
clinicamente sanos, es decir, animales sin ningun sintoma aparente; estos estudios
se han realizado a través de muestras de heces a nivel rectal transportandose
éstas en un medio de transporte adecuado, aislandose la bacteria en el laboratorio.
La carne puede contaminarse durante su manejo, normalmente en el momento de
la matanza y una canal puede constituirse en foco de diseminacion al contacto con
otras canales.

El consumo de la carne de cerdo estd aumentando a nivel mundial y en nuestro
medio la demanda estd mejorando sustancialmente. Es entonces el cerdo, un
importante eslabon en la cadena de transmision de este agente infeccioso, la cual
como ya vimos puede desencadenar en un problema para el hombre, por lo cual
es importante tomar las medidas necesarias para evitar que el problema se

agrave.(2,3,5)

4.1.9 Fuente de infeccidon y modo de transmision
Los mamiferos y las aves tanto silvestres como domésticos constituyen el principal

reservorio de C. jejuni.

La campilobacteriosis ocurre de ordinario en casos Unicos y esporadicos, pero
también puede ocurrir en brotes, cuando un namero de personas enferman todas

a la vez. La mayoria de los casos de campilobacteriosis estdn asociados con la
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manipulacion de carne cruda o la ingestion de carne cruda o no cocinada
suficientemente. Un namero muy pequefio de organismos C. jejuni (menos de
500) pueden ocasionar la enfermedad en los seres humanos. Incluso una gota de
jugo de carne de pollo cruda puede infectar a una persona. Una forma de
infectarse ocurre a través de contaminacion cruzada al prepararse los alimentos. El
organismo Campylobacter procedente de la carne cruda puede propagarse a los
otros alimentos. El organismo no se propaga por lo general de una persona a otra,
pero esto puede ocurrir si la persona infectada es un nifio pequefio o0 esta
produciendo un gran volumen de diarrea. Los brotes mas grandes debidos al
Campylobacter no estan asociados de ordinario con carne cruda sino que
usualmente estan relacionados con el consumo de leche no pasteurizada o agua
contaminada. Los animales también pueden infectarse y algunas personas han
adquirido su infeccién de contacto con las heces infectadas de un perro o gato

enfermo.(2,3,4,8)

4.1.10 Control

De acuerdo con el conocimiento actual de la epidemiologia de la enfermedad solo
se pueden tomar medidas preventivas en forma parcial. En un estudio sobre los
factores de riesgo en Colorado, Estados Unidos, en donde ocurrieron casos
esporadicos de infeccién por C. jejuni, se estimd que cerca de un tercio de los
casos se hubieran podido prevenir por medidas tales como evitar el consumo de
agua no tratada, de leche no pasteurizada o de carne insuficientemente cocida.
Las medidas de higiene personal como lavarse las manos se deben tomar en
consideracion al estar en contacto con gatos o perro con diarrea, asi como también

en la cocina al manipular alimentos crudos.(1)
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4.1.11 Diagnoéstico
En el estado inicial de la enfermedad es posible aislar el agente de la sangre y
luego de las heces. El diagnéstico clinico es dificil debido a que los sintomas son

similares a la diversidad de patologias entéricas. (2,7,10)

4.1.11.1 Diagnéstico de laboratorio

Puede realizarse el diagnostico por la demostracion del microorganismo en examen
directo o a través del cultivo.

El uso de los métodos serolégicos para el diagnéstico tiene valor para la
investigacion epidemiologica, ya que en paises subdesarrollados los titulos en la
poblacién suelen ser altos. EI examen en fresco de muestras fecales diarréicas
utilizando microscopia de contraste de fase o de campo oscuro, dentro de las 2
primeras horas de evacuacion, puede permitir un diagndéstico presuntivo rapido. Se
observa la forma y la tipica motilidad con giros sobre su propio eje caracteristico
de Campylobacter y en la mayoria de los casos se puede observar también
eritrocitos y leucocitos fecales.

Para cultivo y aislamiento a partir de materia fecal se requiere de una atmaosfera
microaerodfila, medios de cultivo selectivos para inhibir la flora acompafante,
temperatura 6ptima de desarrollo (42-43°C), aunque pueden desarrollar a 37°C,
pH éptimo de crecimiento cercano al neutro (6.5 — 6.9).

A partir de alimentos congelados, o de muestra de materia fecal de pacientes con
tratamiento antibiotico previo, es necesario hacer un pasaje reconstituyente de la
estructura celular, de por lo menos 6 hora a 37°C, por un medio en base a Caldo
Brucella, succinato de sodio al 0.3%, cisteina al 0.01% y cuidando de utilizar una
mezcla antibidtica que no contenga antimicrobianos que ejerzan un efecto
inhibidor sobre las células dafiadas como es el caso de la polimixina y de la
rifampicina. Para las células dafiadas por calor, no hace falta realizar este pasaje.
Para aislar de agua es necesario filtrar un gran volumen, centrifugar y sembrar.

También para cuerpos de agua con corriente, se puede utilizar la térula de Moore,
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la que consiste en un rollo de gasa que se deja en el agua por 18 a 24 horas y
luego se siembra en un caldo de enriquecimiento para posterior traspaso a medio
solido.(2,3,10)

4.1.11.2 Muestras

Las muestras de deposiciones pueden ser tomadas con hisopo rectal o bien por
evacuacion espontanea, pudiendo mantenerse a temperatura ambiente por
algunas horas, evitando su desecacion. La refrigeracion de las muestras prolonga
en algunos dias la sobreviva del microorganismo.

Si es necesario usar un medio de transporte, debe utilizarse el medio Cary Blair

modificado por la reduccion de la concentracion de agar en un 0.12%.(2,3)

4.1.11.3 Examen Microscopico Directo

Las muestras de materia fecal pueden ser examinadas a través de una tincién de
Gram utilizando carbolfucsina como colorante de contraste, o por tincion simple
con azul de metileno para identificar leucocitos y formas bacilares curvas. La
observacion en microscopio de contraste de fase o de campo oscuro de bacilos
curvos y/o espirilados con gran motilidad en forma circular o de sacacorchos
permite un diagndéstico presuntivo rapido cuyo valor predictivo sobrepasa el 85%.

La bacteria es Gram negativa.(2,8,10)

4.1.11.4 Cultivo en medios selectivos

Las placas de medios selectivos (agar Skirrow, Virion, Blazer, etc.) se siembran en
forma directa con hisopo o con 2-3 gotas de deposiciones acuosas 0 de una
suspension de ellas y se disemina por estrias. Se incuban en una atmoésfera
microaerofila que tenga 5 — 10% de oxigeno y 3 a 10% de dioxido de carbono a
42 a 43°C por 24 a 48 horas.

Dado que en una diarrea el nimero de Campylobacter es alto, no es necesario
realizar enriquecimiento. Se recomienda utilizar medios de enriquecimiento sélo en

caso de esperar un bajo niumero de microorganismos.(3,9)
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4.1.11.5 Examen de las Placas

Para las especies terméfilas, el tiempo de incubacion ideal es de 48 horas, aunque

si el caso lo requiere, se pueden examinar a las 18-24 horas.

Las colonias sospechosas pueden observarse planas, no hemoliticas de aspecto

acuoso, grisaceas, con bordes irregulares y con tendencia a diseminarse por la

estria de inoculacion. Muchas veces se pueden ver incoloras.(2,3,9)

4.1.11.6 Ildentificacion Presuntiva

>

Tincion de Gram:. debido a que este microorganismo no se tifie bien con
safranina se recomienda el uso de carbolfucsina (fucsina fenicada) al 0.8%
como coloracion de contraste. Teniendo en cuenta la morfologia
caracteristica, es posible realizar s6lo una coloracion simple con este

colorante.

Prueba deCatalasa: Se debe colocar sobre un portaobjetos limpio una
colonia de un cultivo fresco, agregar una gota de peréxido de hidrégeno al
3%. Una reaccion positiva se evidencia por la formacion de burbujas
producto de la liberacion de oxigeno a partir de la reduccion del perdxido de

hidrégeno.

Prueba de Oxidasa.: se debe utilizar un buen inéculo que se coloca en un
tubo de hemdlisis conteniendo 0.2 ml de agua destilada a la que se le
introduce un disco impregnado en la solucion de oxalato de p-
aminodimetilamina. La enzima, citocromo oxidasa es convertida a su forma
activa por la transferencia de electrones al oxigeno molecular. En presencia
de oxigeno molecular un gran nimero de electrones pueden ser transferidos

por el sistema citocromo oxidasa a una cantidad de compuestos organicos,
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entre ellos a la p-aminodimetilamina. Una reaccion positiva se evidencia por
el desarrollo de color rojo.

o La prueba se realiza también con un papel filtro impregnado en la
solucion reactiva, la que se pone en contacto con una asada del
cultivo. La aparicion de un color violeta al cabo de aproximadamente
2 minutos indica reaccion positiva.

» Prueba de Motilidad: se realiza por microscopia de contraste de fase o
campo oscuro se observa microorganismos espirilados o con forma de S con

movimientos en espiral o en tirabuzoén.

4.1.11.7 ldentificacion Final

» Crecimiento a 42-43°C. suspender al microorganismo en solucion fisiologica
estéril hasta una densidad 6ptica del # 1 de la escala de Mac Farland.
Sembrar 0.5 ml de la suspensién dos tubos con caldo brucella, incubar uno
a 42-43°C y el otro a 25°C. Controlar a las 48 horas si hubo o no desarrollo.
Se puede usar también placas de agar sangre o con medios selectivos para

Campylobacter.

» Sensibilidad al acido nalidixico y cefalotina: la suspension anterior (1 en la
escala de Mac Farland) se siembra con hisopo sobre la superficie de una
placa de agar sangre, agar para antibiograma u otro medio de para
Campylobacter, colocar un disco de acido nalidixico de 30 ug y un disco de
cefalotina de 30 ug. Se incuba 48 horas y se observa si hay halo de
inhibicion o no de manera de determinar si la cepa es sensible a los

antimicrobianos estudiados.

» Hidrdlisis del hjpurato. Esta prueba se basa en la accion de la enzima
hipuricasa sobre el hipurato de sodio lo que produce glicina y &cido

benzoico. La reaccion del reactivo (ninhidrina) produce una coloracion azul-
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violeta en contacto con la glicina. Suspender una asada de la cepa en 400 ul
de una solucién de hipurato de sodio al 1%. Luego de incubar a 37°C
durante 2 horas, se le agrega 200 Ul de ninhidrina al 3.5% en acetona-
butanol 1:1 por la pared del tubo y se deja en reposo a 37°C observandolo
a los 10 minutos. La aparicion de una coloracion azul-violeta indica una
reaccion positiva que revela la presencia de glicina, producto final de la
hidrdlisis del hipurato. Produccion de &cido sulfhidrico: se determina
depositando una asada grande en el centro de la columna del tubo del
medio para SH2 (medio de Lior). Los tubos se incuban en bafio Maria a
37°C por 2 horas. La aparicibn de una coloracion negra alrededor del
indculo indica una reaccion positiva. La reaccion se basa en la liberacion de
acido sulfhidrico por la accién de la enzima cisterna desulfhidrasa sobre los
aminoacidos que contienen azufre. Se pone en evidencia por indicadores
como sulfato ferroso, tiosulfato de sodio, etc. En caso de dudas, la
incubacion puede prolongarse a temperatura ambiente o a 37°C. Una
alternativa consiste en usar medio de cultivo TSI o Kligler incubando en

microaerofilia.

Crecimiento en glicina al 1%: sembrar 0.1 ml de suspensioén en un tubo de
agar brucella semisolido con 1% de glicina y rojo neutro como indicador.
Incubar durante 3 a 5 dias a 37°C en microaerofilia. Observar si se forma

una delgada linea de desarrollo por debajo de la superficie.

Crecimiento en CINa al 3.5%. sembrar 0.1 ml de suspension de una cepa en
un tubo con agar Brucella semisolido con 3.5% de cloruro de sodio y rojo
neutro como indicador. Incubar 3 — 5 dias a 37°C en microaerofilia.
Observar si se forma una delgada linea de desarrollo por debajo de la

superficie.
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» Hidrdlisis de indoxil acetato. Esta prueba se basa en la hidrélisis del indoxil
acetato popr medio de esterasas bacterianas, las que actian sobre el
substrato produciendo liberacion de indol. Se preparan discos de indoxil
acetato por adicion de 50 ul de una solucién al 10% (p/v) de acetona a
discos Standard y dejando secar al aire. Luego se deben guardar a 4 °C en
envase con desecante (silicagel) y al abrigo de la luz. En estas condiciones
duran 1 afio. La técnica se puede realizar de dos formas: Se adiciona una o
varias colonias del microorganismo sobre un disco y se agrega una gota de
agua. Si se produce la hidrolisis aparece un color azul entre 10 y 15 minutos
después. El otro método consiste en suspender una o varias colonias en 0.3
ml de agua destilada estéril y luego agregar el disco. La lectura se realiza

igual que en el punto anterior.

» Hidrdlisis de 2,3,5 cloruroo trifeniltetrazoliun:. esta prueba se utiliza como
complementaria cuando hay dudas con la prueba de hidrodlisis del hipurato
para diferenciar C. jejuni de C. coli. Se deben cortar tiras de papel de filtro
de 7 por 1 cm embebidas en una solucién de la sal de tetrazolium en agua
destilada al 4% (p/v).(3)
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4.1.11.8 Comparacion de pruebas de identificacion de especies del

género campylobacter

PRUEBA C. fetus | C. hyointestinalis | C. jejuni | C. coli C. lari C. concisus
Catalasa + + + + + -
Reduccion + + + + + +
NO3
H2S - + +/- - + +
Requerimiento - - - - - +
H2
Hidrolisis de - - + - - -
hipurato
Hidrolisis de - - + + - -
indoxilacetato
Crecimiento a:
25°C + + - - - -
30°C + + - - _ i
37°C + + + + + +
42°C - + + +
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales:

5.1.1. Recursos Humanos:

Estudiante Investigador

Asesores del estudio

5.1.2. Equipo de Laboratorio:

Refrigeradora

Incubadora

Autoclave

Balanza

Cajas de Petri

Frascos de vidrio
Mechero de Bunsen

Asas para siembras bacteriologicas de punta circular
Hielera

Marcador para vidrio
Hisopos

Campana de flujo laminar

Jarra para anaerobios
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5.1.3. Recursos Biologicos:

60 muestras de heces de cerdos, obtenidas mediante hisopados

rectales.

5.1.4.

5.1.6.

Medios y soluciones.
Placas con agar Skirrow

Tubos con medio de transporte

. Recursos Fisicos:

Equipo de oficina (computadora, papel bond, impresora,
diskettes, etc)

Vehiculo propio

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala
Centros de Referencia:

Laboratorios Merck, S.A.

Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

28



29

5.2 Metodologia:

5.2.1 Universo:

60 cerdos a faenarse en el rastro CECARSA ubicado en la 8 Av. 20-00 Zona

17, ciudad de Guatemala.

5.2.2 Disefio de Estudio:

Se realizaron tres muestreos al azar con intervalos de 15 dias entre cada
uno. Las muestras se tomaron de los distintos grupos de cerdos que llegaron al
rastro para ser faenados en el transcurso del dia.

Diariamente se faenan un promedio 170 cerdos en el rastro CECARSA. De
los cuales se muestreo el 12% de animales, recolectando por lo tanto 20 muestras

por dia, para un total de 60 animales muestreados.

5.2.3 Obtencion y toma de muestras

Cada muestra consisti6 en un hisopado rectal realizado después del
degollamiento del cerdo, el cual se coloc6 en un tubo estéril con un medio de
transporte debidamente identificado, trasladandose en hielera al laboratorio para

Su posterior procesamiento.

5.2.4 Preparacion del agar selectivo Skirrow en el laboratorio

- Disolver 40 g/litro, esterilizar en autoclave (15 min. a 121°C), dejar enfriar a 40-

50°C, incorporar 50 a 70 ml de sangre desfibrinada y un frasco de “suplemento
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selectivo” por cada 200 ml de medio de cultivo y verter en placas. pH: 7,3 mas
menos 0,1.
- El medio de cultivo preparado es, antes de la adicion de la sangre, claro y de

color amarillento y posteriormente del color de la misma y no hemolizado.

5.2.5 Procesamiento de la muestra en el laboratorio

- Se sembraron las placas de medio de cultivo por estrias utilizando la materia
fecal obtenida como muestra a través de los hisopos.

- Incubandose a 42°C durante 48 horas bajo condiciones de microaerofilia en una
jarra para este fin.

- Luego del tiempo de incubacién se realizo la lectura de las placas.

5.2.6 Interpretacion de la lectura

La morfologia caracteristica de la colonia de Campylobacter jejuni es de un color
grisaseo, de apariencia plana y con tendencia a invadir por la estria de inoculacién.
Con estas caracteristicas de crecimiento observadas en una placa sembrada se

puede dar por presuntivo el diagnéstico de Campylobacter jejuni en la muestra.

5.2.7 Pruebas complementarias
A las muestras que tuvieron crecimiento caracteristico se les realizaron las

siguientes pruebas complementarias.

- Coloracion de Gram: Se realiz6 esta coloracion cambiando la safranina debido a
que este microorganismo no se tifie bien con este colorante y se utilizd
carbolfucsina al 0.8% como colorante de contraste. Esta bacteria debe ser

Gram negativa.
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- Prueba de la catalasa. Se colocd sobre un portaobjetos limpio una colonia de un
cultivo fresco con crecimiento caracteristico, se agrega una gota de peréxido de

hidrégeno al 3%. La reaccién positiva se evidencia por la formacién de burbujas.

- Prueba de la oxidasa. Se inocula una pequefia muestra en un tubo de hemolisis
conteniendo 0.2 ml de agua destilada a la que se le introduce un disco impregnado
en la solucibn de oxalato de p-aminodimetilamina. Una reaccion positiva se

evidencia por el desarrollo de color rojo.

- Hidrdlisis del hjpurato:. Se suspende una muestra con el asa de la cepa en 400 ul
de una solucién de hipurato de sodio al 1%. Luego de incubar a 37°C durante 2
horas, se le agrega 200 ul de solucion de ninhidrina al 3.5% en acetona-butanol
1:1 por la pared del tubo y se deja en reposo a 37°C observandolo a los 10

minutos. La aparicion de una coloracion azul-violeta indica una reaccion positiva.

- Hidrdlisis de indoxil acetato: Se preparan discos de indoxil acetato por adicion de
50 ul de una solucion al 10% (p/v) de acetona a discos Standard u dejando secar
al aire. Luego se deben guardar a 4°C en envase con dessecante y protegidos de
la luz. Se adiciona una o varias colonias del microorganismo sobre un disco y se
agrega una gota de agua. Si se produce la hidrolisis aparece un color azul entre 10

y 15 minutos después.

- Sensibilidad al acido nalidixico y cefalotina: El procedimiento es el mismo para
ambas pruebas. Se realiza una suspensién de la colonia en solucion fisiol6gica
estéril hasta una densidad Optica del # 1 de la escala de Mac Farland. Se siembra
con hisopo sobre la superficie de una placa de agar sangre, luego se coloca un
disco de acido nalidixico de 30 ug y un disco de cefalotina de 30 ug. Se incuba 48
horas y se observa si hay halo de inhibicion o no de manera de determinar si la

cepa es sensible a los antimicrobianos estudiados.
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5.2.8 Andlisis Estadistico:

Para la distribucion y presentacion de datos se utilizé la Estadistica Descriptiva.
Empleando porcentajes y la media para analizar y mostrar los resultados. La

formula de la media(X) es la siguiente:

X= X
N
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos luego de realizar las siembras de los hisopados
rectales en agar selectivo para Campylobacter jejuni y hacer las lecturas 48 horas
después, mostraron crecimiento caracteristico en algunas de las muestras. En el
primer muestreo realizado se observaron 2 placas con crecimiento caracteristico,
en el segundo también se observaron 2 y en el tercero se encontraron 3. (Anexos-

Cuadro No. 1)

En las muestras con crecimiento caracteristico de Campylobacter jejuni, se

observaron colonias con una apariencia plana y color grisaceo.

De estas colonias se realizaron pruebas complementarias para confirmar
que el crecimiento tipico observado era debido a Campylobacter jejuni (Anexos-
Cuadro No. 2). Los resultados de las pruebas complementarias confirmaron el
hallazgo de Campylobacter jejuni en las muestras sembradas donde se observo el

crecimiento caracteristico de las colonias de esta bacteria.

Los datos obtenidos nos revelan que el 12% de los animales muestreados
son positivos a Campylobacter jejuni, ademas es importante notar que el 100% de
las muestras en las que se observo un crecimiento caracteristico resulto positivo, lo

gue comprueba la efectividad del agar selectivo para esta especie bacteriana.

Campylobacter jejuni es una bacteria importante como una de las causas
principales de diarreas de origen alimentario a nivel mundial, por lo tanto, el
hallazgo de esta bacteria en Guatemala a través del presente estudio hace que se

tome en cuenta para futuras investigaciones tanto en humanos como en otras
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especies animales ademas del cerdo y determinar asi el grado de presencia en

nuestro medio y su incidencia como causante de problemas entéricos.

El hallazgo de esta bacteria en un 12% de cerdos del rastro CECARSA a
través de las muestras obtenidas por hisopados rectales es solamente el inicio en
una cadena de manejo de los animales que va desde el sacrificio de los
cerdos(momento en que se obtuvo la muestra) pasando por todo el proceso de
faenado de los mismos, hasta que se entregan las canales a la persona encargada
de distribuirlas para llegar al consumidor final; distintas etapas en cada una de las
cuales podria haber una contaminacién mayor o disminuir la misma de acuerdo al
manejo; razén por la cual se hace importante ampliar la investigacion del presente

tema.
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VII. CONCLUSIONES

1. El 12% de los cerdos muestreados en el rastro CECARSA resulto positivo a

Campylobacter jejuni.

2. Algunos cerdos en Guatemala son portadores sanos del Campylobacter

jejuni.

3. El agar selectivo Skirrow empleado para realizar este estudio resultd 100%
confiable, ya que todas las colonias que se observaron con crecimiento
caracteristico de Campylobacter jejuni resultaron positivas al confirmarlo

con las pruebas bioquimicas respectivas.

35



36

VIIl. RECOMENDACIONES

Efectuar investigaciones similares a la presente, en areas especificas tales
como departamentos, municipios o ciudades. Ademas de establecer
diferencias entre animales de traspatio y animales criados en granjas

tecnificadas al realizar los muestreos.

Realizar estudios en la especie porcina para determinar el grado de

contaminacién de la carne con Campylobacter jejuni.

Debido a que los matarifes y operarios que manejan los cerdos en el rastro
CECARSA tienen un contacto constante con los cerdos que alli se faenan,
estan expuestos a padecer la campilobacteriosis, por lo que las buenas

practicas de higiene deben ser supervisadas constantemente.

Ampliar esta investigacion a otras especies seria importante. Si se encontrd
el Campylobacter jejuni en cerdos, es muy probable que se encuentre
presente en otras especies de animales domeésticos tanto los que se utilizan

para consumo humano como los de compaiiia.
Campylobacter jejuni debe ser tomado en cuenta como una entidad

patolégica que puede ser causante de enteritis en la poblacion de

Guatemala.
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1X. RESUMEN

Campylobacter jejuni es la principal causa de diarreas de origen
alimentario en los paises desarrollados y una de las principales en los paises en
vias de desarrollo, motivo por el cual el presente estudio tuvo como finalidad
determinar la presencia de esta entidad patoldgica en los cerdos a faenarse en el
rastro CECARSA siendo el primer estudio realizado en animales domésticos en

Guatemala.

Para el estudio se realizaron 3 muestreos con intervalos de 15 dias entre
cada uno. Muestreando al azar el 12% de los animales faenados cada dia,
trabajandose en total 60 muestras que consistieron en un hisopado rectal obtenido

luego del degollamiento del animal.

En el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala se realizaron las siembras
de las muestras para determinar la presencia de Campylobacter jejuni. Para este
fin se utiliz6 un agar selectivo para esta bacteria denominado agar Skirrow el cual
permite el crecimiento de dicha entidad inhibiendo el crecimiento de otras
bacterias. Se incubaron las placas a 42°C durante 48 horas bajo condiciones
microanaerdbicas en una jarra para este fin. Luego del tiempo de incubacién se
realizo la lectura de las placas. La colonia es de color grisaseo, de apariencia plana

y con tendencia a invadir por la estria de inoculacion.

Los resultados obtenidos en el laboratorio demostraron la presencia de

Campylobacter jejuni en el 12% de los animales muestreados.

37



38

Se determin6é por primera vez la presencia de Campylobacter jejuni en
cerdos en Guatemala y estos resultados hacen que de aqui en adelante se
considere a esta entidad como un posible patégeno causante de enteritis diarreica
en las personas de este pais dejando ademas la interrogante abierta para ampliar
los estudios en esta especie doméstica 0 extenderse a otros animales domeésticos

que también podrian ser portadores sanos.

38



39

X. BIBLIOGRAFIA

. Anderson, MR. 1989. Microbiologia alimentaria, deteccién de bacterias con
significado higiénico-sanitario. Madrid, Agisa. 440 p.

. Fang, G; Araujo, V; Guerrant, RL. 1991. Enteric infections associated with
exposure to animals or animal products. (en linea) United States of America.
10p. Consultado 8 oct. 2003. Disponible en: http://www.about-
campylobacter.com/

. Fernandez, H; Price, L. 2002. Manual de procedimientos Campylobacter.
Chile; Instituto de Microbiologia Clinica, Universidad Austral de Chile. 25p.

. Ferndndez, M. 2000. Higiene alimentaria. (en linea) Madrid. 5 p.
Consultado 8 oct. 2003. Disponible en: www.saludalia.com/saludalia/web-
saludalia/vivir-sano.

. Gallardo, F: Gascon, J; Ruiz, J. 1998. Campylobacter jejuni as a cause of
traveler's diarrhea: clinical features and antimicrobial susceptibility. (en
linea) Espafia. 5p. Consultado 12 dic. 2003. Disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed
&list_uids=9772312&dopt=Abstract

. Garcia, O. 2002. De la finca a la mesa, realidad actual. (en linea)
Guatemala. 2 p. Consultado 8 oct. 2003. Disponible en: http://nsl.oirsa.
org.sv/Dio501/Edicién-Especial-50/Volumen-06-02.htm.

. Gracey, J. 1989. Higiene de la carne. Trad. por Bernabé Sanz Pérez. 8 a.
ed. Espafa, Interamericana. 522 p.

. Guevremont, E. 2001. Genotyping of Campylobacter isolates from swine,
poultry and humans in Canada. (en linea) Canada. 7p. Consultado 11 nov.
2003. http://www.salinpork2001.com/Proceedings-CD-ROM/5%20-%20
Manuscripts/090-Guevremont3.doc

39



40

9. Hobbs, BC; ROBERTS, D. 1993. Higiene y toxicologia de los alimentos.
Trad. por Pedro Ducar Maluenda. 3 ed. Espafa, Acribia. 275 p.

10.Jawetz, E. 1996. Microbiologia médica. Trad. por Jorge A. Mérigo
Fane. 15 ed. Meéxico, Manual Moderno. 807 p.

11.Knabel, SJ. 2002. Enfermedades transmitidas a través de los alimentos:
Papel que juegan las practicas usadas en el manejo de los alimentos en el
hogar. (en linea) Estados Unidos. 22 p. Consultado 11 nov. 2003.
Disponible en: http://www.worldfoodscience.org/ciencia/hogar.html.

12.Libby, JA. 1986. Higiene de la carne. México, Continental. 659 p.

13.Mansfield, LS; Gauthier, DT; Abner, SR. 2003. Lymphoglandular complexes
of the colon are invaded by Campylobacter jejuni in a swine model. (en
linea) United States of America. 3p. Consultado 11 nov. 2003. Disponible
en: http://www.nal.usda.gov/ttic/tektran/data/000009/58/0000095875.html

14.MANUAL de medios de cultivo. 1994. Alemania, Merck. 364 p.

15.Merchant, IA; Packer, RA. 1984. Bacteriologia y virologia veterinarias.
Trad. por Miguel Cordero del Campillo. Espafa. Acribia. 768p.

16.Nicolet, J. 1985. Compendio de bacteriologia médica veterinaria. Trad.
por José Romero Mufioz de Arenillas. Espafia, Acribia. 275 p.

17.Varnam, AH; Sutherland, JP. 1995. Carne y productos carnicos;

Tecnologia, quimica y microbiologia. Trad. por lIsabel Jaime Moreno.
Espafa, Acribia. 423 p.

40



XI1. ANEXOS

41

41



42

Cuadro No. 1: Resultados obtenidos de las siembras de las muestras

en agar selectivo para Campylobacter jejuni

No. de Cantidad de Muestras con crecimiento
Muestreo muestras caracteristico
1°, 20 2
20, 20 2
3°. 20 3

(Fuente: Morales, O.; Nov. 2004)
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Cuadro No. 2: Resultados de las pruebas complementarias realizadas

a las muestras con crecimiento caracteristico

ler. 2°. 3er.
Muestreo Muestreo Muestreo
(No. de (No. de (No. de muestra)
muestra) muestra)
Pruebas Resultado
Comple- Esperado 1* 2 1 2 1 2 3
mentarias
Coloracion | Negativo - - - - - - -
de Gram ()
Prueba de Positiva
catalasa (+)
Prueba de Positiva
oxidasa (+)
Hidrdlisis Positiva
del hipurato (+)
Sensibilidad |Resistente R R R R R R R
a Cefalotina |(R)
Sensibilidad | Sensible S S S S S S S
al acido (S)
nalidixico
Hidrolisis Positiva (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
del indoxil
acetato

* Estos numeros corresponden a las muestras con crecimiento caracteristico en el
agar selectivo Skirrow para Carmpylobacter jejuni.
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(Fuente: Morales, O.; Nov. 2004)
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