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Resumen

Introduccion: La infeccion por Campylobacter jejuni se considera el factor mas frecuente
asociado al sindrome de Guillain-Barré (SGB). En 2019, se detectd un gran brote de GBS
en Peri, que se asocid con C.jejuni detectado en muestras de heces de estos
pacientes. Objetivo: analizar la epidemiologia molecular de C. jejuni peruana asociada a
SGB mediante filogenomica. Método: Se analizaron 99 muestras de heces positivas para C.
jejuni de pacientes con SGB mediante la herramienta molecular FilmArray entre 2019 y
2020, recuperando 26 cepas que fueron secuenciadas. Se eliminaron cinco secuencias de
baja calidad mediante bioinformatica y 21 se consideraron en el andlisis final. Todos ellos
pertenecian al mismo genotipo, ST-2993. Resultados: La reconstruccion filogenética
mostr6 una conexion entre las cepas de SGB peruanas y chinas, ambas con genes de locus
de lipooligosacaridos (LOS) relacionados con el mimetismo molecular con ganglidsidos en
nervios periféricos. Ademas, se detectd ST-2993 en aislamientos recuperados muchos afios
antes del brote de 2019, pero sin conexion epidemioldgica con SGB. Ademas, una fuerte
relacion entre las cepas humanas y de pollo indico a esos animales como el reservorio mas
probable. Finalmente, la genémica comparada revelo la diferencia entre las cepas chinas y
peruanas: la presencia de un profago insertado en el genoma. Conclusiones: Las cepas de
Campylobacter jejuni ST-2993 peruano aislado de pacientes con SGB son muy similares
en contenido genético a las cepas de pollo, cepas no relacionadas a SGB y cepas
chinas. Ademads, las cepas ST-2993 se presentan en nuestro pais desde 2003 sin ser
detectados, mostrando la necesidad de incrementar el seguimiento epidemiologico de este
tipo de patdogenos para detectarlos y evitar brotes de SGB en el futuro.

Palabras calve: Campylobacter jejuni, Sindrome Guillain Barré, salud publica
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Resumo

Introducdo: A infec¢do por Campylobacter jejuni é considerada o fator mais frequente
associado a sindrome de Guillain-Barré (SGB). Em 2019, um grande surto de GBS foi
detectado no Peru, associado ao C. jejuni detectado em amostras de fezes desses pacientes.
Objetivo: Analisar a epidemiologia molecular de C. jejuni peruana associada ao SGB por
meio da filogenia. 99 amostras de fezes positivas para C. jejuni de pacientes com SGB
foram analisadas usando a ferramenta molecular FilmArray entre 2019 e 2020,
recuperando 26 cepas que foram sequenciadas. Cinco sequéncias de baixa qualidade foram
removidas usando bioinformdtica e 21 foram consideradas na analise final. Todos eles
pertenciam ao mesmo genotipo, ST-2993. Resultados: A reconstrugdo filogenética
mostrou uma conexao entre cepas SGB peruana e chinesa, ambas com genes de locus de
lipooligossacarideos (LOS) relacionados ao mimetismo molecular com gangliosideos em
nervos periféricos. Além disso, ST-2993 foi detectado em isolados recuperados muitos
anos antes do surto de 2019, mas sem conexao epidemiologica com SGB. Além disso, uma
forte relacdo entre linhagens humanas e de frango indicou esses animais como o
reservatorio mais provavel. Finalmente, a gendmica comparativa revelou a diferenca entre
as linhagens chinesas e peruanas: a presenca de um profago inserido no genoma.
Conclusoes: As cepas peruanas de Campylobacter jejuni ST-2993 isoladas de pacientes
com GBS sdo muito semelhantes em conteudo genético as cepas de frango, cepas nao
relacionadas ao GBS e cepas chinesas. Além disso, as cepas ST-2993 estdo presentes em
nosso pais desde 2003 sem serem detectadas, mostrando a necessidade de aumentar o
monitoramento epidemioldgico desse tipo de patdgeno para detectd-los e prevenir surtos de
GBS no futuro.

Palavras-chave: Campylobacter jejuni, Sindrome de Guillain Barré, saude publica
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1. Introduccion

A principios de mayo de 2019, el sistema de vigilancia del Ministerio de Salud de
Perti reportd varios casos sospechosos de SGB, con un valor que super6 la incidencia
esperada, 29 casos por cada 100.000 habitantes. Varias muestras, como suero, orina, hisopos
nasales y heces, se analizaron mediante paneles moleculares para la deteccion de multiples
patogenos y se encontrd Campylobacter jejuni en las muestras de heces (Munayco, 2020). La
secuenciacion gendmica detecto el genotipo (ST-2993) en varios casos de diferentes regiones
peruanas (Pachas et. al., 2020), confirmando el agente causal del SGB en este brote. De
hecho, este brote peruano de SGB es considerado uno de los mayores brotes de SGB a nivel
mundial, con 305 casos en la semana epidemioldgica 23, el pico maximo de este brote
(Munayco, 2020). Con el objetivo de obtener informacion sobre la relacion genética entre las
cepas peruanas de Campylobacter jejuni involucradas en este gran brote de SGB, este estudio
realizd un andlisis filogenético y comparativo entre las cepas recuperadas en este estudio y
otras cepas de estudios relacionados utilizando varias herramientas bioinformaticas, a fin de
analizar la epidemiologia molecular de Campylobacter jejuni peruana asociada al SGB.

Los resultados y conclusiones de este estudio permitieron plantear algunas
recomendaciones para la aplicacion de la norma técnica de salud para la vigilancia
epidemioldgica y diagnostico de laboratorios del sindrome de Guillain Barré en el Peru y la
norma técnica para la vigilancia epidemioldgica de la Enfermedad Diarreica Aguda (EDA)
por Campylobacter spp. en hospitales centinelas, a fin de incrementar el monitoreo de los

patdgenos de salud publica que causan el SGB mediante la epidemiologia molecular.
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1.1. Planteamiento del Problema

El sindrome de Guillain-Barré (SGB) es un trastorno autoinmune del sistema nervioso
periférico (SNP), caracterizado por una debilidad motora ascendente simétrica aguda o
subaguda, disreflexia y anomalias sensoriales leves a moderadas, que ahora se ha convertido
en la causa mas comun de paralisis flacida aguda con una incidencia anual aproximada de 0,6
a 4 casos por cada 100.000 personas (Nyati y Nyati, 2013). Aproximadamente el 60% de los
pacientes con SGB tienen un episodio previo de infeccion gastrointestinal o respiratoria,
causada por una bacteria o un virus, semanas previas del inicio de las neuropatias (Puga et al.,
2003). Entre todos los microorganismos que pueden desencadenar el SGB, C. jejuni, es una
bacteria que causa gastroenteritis aguda en paises en vias de desarrollo, y es la causa mas
frecuente de este sindrome (26-41%), pudiendo encontrarse en las heces después de varias
semanas del cese de la diarrea (Casares et al., 2007).

Las técnicas moleculares determinaron que después de una infeccion por C. jejuni en
individuos susceptibles, se sintetizan anticuerpos que dan reaccion cruzada con gangliosidos
especificos (van den Berg et al., 2014). El mimetismo molecular entre lipooligosacaridos
(LOS) de la pared celular de ciertos subtipos de C. jejuni y ganglidsidos en los nervios
periféricos juega un papel crucial en la patogenia del SGB. Los sueros de fase aguda de la
mayoria de los pacientes con SGB asociado con C. jejuni contienen titulos elevados de esos
anticuerpos contra diversos ganglidsidos que generan una reaccion cruzada con LOS de C.
jejuni (Ang et al., 2002). Las especificidades de estos anticuerpos antigangliosidos estan
relacionadas con diferentes presentaciones clinicas de SGB: los anticuerpos anti-GMI1 se han
asociado con una forma motora pura y severa de SGB (polineuropatia desmielinizante
inflamatoria aguda, AIDP) (Jacobs et al ., 1996), anti- GD1a se asocia con la forma axonal

(neuropatia motora aguda, AMAN) (Nachamkin et al ., 2002), mientras que el sindrome de
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Miller Fisher (MFS), una variante de GBS con debilidad oculomotora y ataxia, estd
fuertemente asociado con anticuerpos anti-GQ1b ( Chiba et al., 1993).

Algo importante a destacar es que no todas las cepas de C. jejuni estan involucradas
en casos de SGB en todo el mundo, sino que estan restringidas a ciertos genotipos de esta
bacteria. Por ejemplo, utilizando técnicas de genomica como MLST, ha sido posible
determinar algunas de ellas. Estos incluyen ST-362, que ha causado la mayoria de los casos
de GBS en Sudafrica desde 1994 (Parker et al., 2015), y ST-2993, que desencadeno un brote
en la provincia de Jilin, China durante 2007 (Zhang et al., 2010), ambos genotipos
pertenecientes al CC-362.

Aunque los cientificos saben mucho sobre las bases genéticas de C. jejuni
relacionadas con el SGB, todavia no hay herramientas efectivas disponibles para rastrear la
fuente exacta de un brote causado por este microorganismo. Las técnicas actualmente
utilizadas para obtener huellas dactilares de ADN de este agente microbiano a menudo no
pueden discriminar entre todas las cepas bacterianas del mismo brote, lo que dificulta el
seguimiento de la propagacion de esta enfermedad (Schiirch y Siezen, 2010). En este
contexto, se propone como solucién la aplicacion de la secuenciacion del genoma completo
(WGS), que permite determinar toda la informacion genética disponible de cada aislado
clinico y establecer una asociacion entre los genomas que provocan un brote y su posible

fuente a través de pequefias similitudes y variantes de sus genomas.

1.2. Descripcion del problema

C. jejuni es uno agentes etiologicos de importancia en salud publica que provocan
diarrea acuosa, principalmente en nifios, en Per (Lucas et al., 2013). Asi, sumado a la
resistencia microbiana previamente reportada (Moya-Salazar et al.,, 2018), ya lo habia

convertido en un microorganismo de gran importancia en salud publica. En el brote mas
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reciente de SGB ocurrido en Pert durante 2019 (Pachas et al., 2020), se encontrd esta
bacteria en algunas muestras de heces, detectada como ST-2993.

En este ultimo brote, el laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatégenos del
Instituto Nacional de Salud, analiz6 un total de 822 muestras fecales de pacientes con SGB
recolectadas durante el mes de junio del 2019 hasta marzo del 2020, provenientes de Lima
(234), Piura (194), Lambayeque (96), Junin (95), La libertad (89), Callao (50), Cajamarca
(23), Cuzco (14), Arequipa (8), Loreto (5), Ucayali (4), Huancavelica (3), Ancash (2), Madre
de Dios (2), Ica (1) y Apurimac (1), adicionalmente se analizé 12 muestras de hisopado
cloacal de aves de corral obtenidas en la region de Junin. De los cuales 99 muestras fecales
(81 de humanos y 8 de aves) fueron positivas para C. jejuni mediante la herramienta
molecular FilmArray, recuperando 26 cepas de C. jejuni. Con lo cual se cred la necesidad de
estudiar a profundidad a este microorganismo y determinar si fue el responsable de causar
este ultimo brote.

En este trabajo de tesis doctoral, se estudiara una coleccion de cepas de C. jejuni,
aisladas de pacientes con SGB, y cepas de C, jejuni recuperadas de aves de corral. La
finalidad de este trabajo fue analizar la epidemiologia molecular de C. jejuni peruana

asociada al SGB.

1.3. Formulacion del Problema

1.3.1. Problema general

(Cual es el impacto en la salud ptblica de Campylobacter jejuni asiladas de pacientes

con Sindrome de Guillain Barré. Pera, 2019 - 2020?

1.3.2. Problemas especificos:

e (Cudles son los perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana de

Campylobacter jejuni aisladas de pacientes con el SGB?
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o (Cudles son los genes responsables de la virulencia y resistencia antimicrobiana de
Campylobacter jejuni aisladas de pacientes con el SGB?

o (Cudles son las caracteristicas genéticas de los lipopolisacaridos de Campylobacter
Jjejuni similares a gangliésidos humanos aisladas de pacientes con el SGB?

e (Cudl es la diversidad genética de Campylobacter jejuni aislados de pacientes con
SGB mediante analisis de genoma completo?

e (Cudl es la relacion gendémica que existe entre Campylobacter jejuni aislados de

pacientes con SGB, aves de corral y enfermedades gastrointestinales?

1.4 Antecedentes

1.4.1. Antecedentes internacionales

Kim et al. (2021) en su estudio titulado “Epidemiological Features and Economic
Burden of Guillain-Barré Syndrome in South Korea: A Nationwide Population-Based Study”
publicado en la revista Jurnal of Cliniacl Neurology, mencionaron que, el objetivo de este
estudio fue investigar las caracteristicas epidemioldgicas y econémicas del SGB en Corea del
Sur, por lo que indicaron que, el Sindrome de Guillain Barré, no es muy frecuente, sin
embargo sus sintomas son graves y ocasionalmente conducen a una discapacidad a largo
plazo, por lo que la informacion epidemiologica de cada pais es importante para detectar
problemas potenciales en la poblacion. En este estudio, mostraron que la tasa de incidencia
aumentd un 45,6% entre el 2010 y 2016, de 1,28 a 1,82 por 100.000 habitantes, observaron
tendencias crecientes en los grupos de edad menores de 20 afios, asi mismo, en las personas
entre 65 a 74 afios la incidencia fueron mas altas. Mencionaron también, que el 72% de los
pacientes con SGB tenian antecedentes de infeccion dentro de los 42 dias anteriores al
diagnéstico, y que el 93.7% de los niflos menores de 10 afios fueron los que mas presentaron

antecedentes de infecciones. La duracion media de la estancia hospitalaria por SGB fue de
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33,5 dias. También, los pacientes tuvieron un promedio de 7,48 visitas ambulatorias para el
tratamiento de SGB por afio. La carga econdomica desde una perspectiva social del
tratamiento del SGB durante el primer afo fue de USD 16.428. Por lo que este estudio
concluye que es muy importante las estrategias efectivas de prevencion y manejo del SGB

Papri et al. (2021) en su articulo de revision titulado “Guillain—Barré syndrome in
low-income and middle-income countries: challenges and prospects” publicado en la
Nature Reviews Neurology, mencionaron algunas caracteristicas del sindrome de Guillain
Barré (GBS), en cuanto a la clinica, el tratamiento y los resultados del sindrome de Guillain
Barré (GBS), asi como la epidemiologia son diferentes entre los paises de bajos y medios
ingresos (PIBM) y los paises de altos ingresos (PIA). Asi mismo indicaron que, actualmente,
la informacion sobre el SGB en los PBMI son muy limitados, por lo que se necesita mayor
informacion del SGB en los PBMI, mencionaron también que, la falta de higiene y la elevada
exposicion a infecciones hacen que los paises de bajos y medianos ingresos sean mas
vulnerables a los brotes de GBS. Ademads, que el diagndstico y la atencion médica son
insuficientes en estos paises, lo cual contribuyeron a retrasar el diagndstico en pacientes
graves con SGB. Por lo que indicaron, que es necesario desarrollar novedosas estrategias de
tratamiento y servicios de rehabilitacion, en el contexto de los desafios del sistema de salud
en los PIBM, y que por lo tanto, la investigacion aplicada es importante para mejorar el
manejo clinico del SGB en PIBM, por lo que se deberia convertirse en programas de
investigaciones futuros.

Rivera et al, (2020) en su estudio titulado “Genomic Analysis Reveals the Genetic
Determinants Associated With Antibiotic Resistance in the Zoonotic Pathogen
Campylobacter spp. Distributed Globally” publicado en la revista Frontiers in Microbiology,
mencionaron que, la OMS ha considerado al género Campylobacter como un patdégeno de

alta prioridad para la investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos. Los elementos
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genéticos relacionados con la resistencia a los antibioticos en las especies de
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli distribuidas globalmente, sigue siendo poco
estudiado. En este estudio, analizaron la ocurrencia y distribucion de factores de resistencia a
los antibidticos en 237 genomas cerrados de Campylobacter disponibles en la National
Center for Biotechnology Information (NCBI), obtenidos de aislamientos recolectados en
todo el mundo, y que comprenden 22 especies de Campylobacter. En este estudio revelaron
18 determinantes genéticos distintos, genes o mutaciones puntuales en los genes
constitutivos, asociados con la resistencia a los aminoglucosidos, p-lactamicos,
fluoroquinolonas, lincosamidas, macrolidos, fenicoles o tetraciclinas, que se distribuyen
diferencialmente entre las especies de Campylobacter tanto a nivel del cromosoma o
plasmidos. Asi mismo reportaron la presencia de tres nuevos determinantes de la resistencia
no reportados en Campylobacter, los genes bla OXA-493 y bla OXA-576 relacionados con
la resistencia a los B-lactdmicos, asi como el gen Inu (AN2), relacionado con la resistencia a
las lincosamidas.

Gomes et al. (2020) en su estudio titulado “Molecular Epidemiology and Resistance
Profile of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli Strains Isolated from Different
Sources in Brazil” publicado en la revista Microbial Drug Resistance, mencionaron que en
un estudio cuyo objetivo fue genotipificacion de 48 aislados de Campylobacter jejuni 'y 39 de
Campylobacter coli aisladas en Brasil durante 1995 a 2016 mediante tipificacion de
secuencia multilocus (MLST), obteniendo 36 ST de C. jejuni'y 27 ST de C. coli. E1 70,8% de
C. jejuni 'y 35,9% de C. coli fueron resistentes al menos a un antimicrobiano probado. El
43,7% de C. jejuni y 12,8% C. coli presentaron el gen tet (O). No se detectd la presencia del
gen ermB, solo un aislado de C. jejuni presentd la mutacion en el gen ARNr 23S en cual

confiere resistencia a los macrolidos. Ademas, el 58,3% de aislados C. jejuni y el 15,4% de
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presentaron mutacion en el gen gyrA (T86I) el cual confiere resistencia a las quinolonas. El
97,9% de aislados de C. jejuni y en 97,4% de C. coli presentaron el gen cmeB.

Walencka et al. (2019) en su trabajo de revision titulado “The role of campylobacter
Jejuni infection in the development of guillain-barré sindrome” publicado en la revista
Advancements of Microbiology, mencionaron que, alrededor del 25% al 40% de los casos
con SGB han sufrido una infeccion por Campylobacter jejuni entre 1 a 3 semanas antes del
inicio de los sintomas, y que el papel clave en la patogenia del SGB juega el mimetismo
molecular de los lipooligosacaridos y la reaccion cruzada de anticuerpos contra C. jejuni que
reacciona contra los gangliosidos de las células nerviosas del huésped desencadenan el SGB
en el huesped. Indicaron también que, la resistencia antimicrobiana de Campylobacter spp.
es un problema prioritario en salud publica en los ultimos afios, y que se han descrito la
resistencia antimicrobiana a las penicilinas, cefalosporinas, trimetroprim, sulfametoxazol,
rifampicina y vancomicina tanto en Campylobacter jejuni como en Campylobacter coli,
mencionando que los antibioticos comunmente usados para el tratamiento de infecciones para
Campylobacter spp. son la eritromicina, azithromicina y gentamicina, y que la resistencia de
los macrolidos es debido a una mutacién del gen 23S rRNA, y la resistencia a los
aminoglucésidos son a causa de muchas enzimas descritas en Campylobacter spp. que
modifican a estos antibioticos. Las fluroquinolonas son también usados, sin embargo se
observado incremento de resistencia a ciprofloxacina y acido nalidixico en mas del 70% de
cepas en Campylobacter jejuni y en el 100% de cepas de Campylobacter coli, debido a las
mutaciones en los genes que codifican la girasa y topoisomerasa [V. También mencionan
que los factores de virulencia como la motilidad, adherencia, invasividad y la produccion
toxinas son importantes en la patogénesis de Campylobacter spp.

Shang et al. (2019) en su trabajo de revision titulado “Axonal variants of Guillain—

Barré syndrome: an update” publicado en la revista Journal of Neurology, mencionaron que,
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las variantes axonales del sindrome de Guillain-Barré (SGB) incluyen principalmente
neuropatia axonal aguda motora, neuropatia axonal motora sensorial aguda y variante
faringea cervical braquial, y que el mimetismo molecular de gangliosidos humanos por
lipooligosacaridos de patdégenos es un mecanismo bien establecido para el SGB asociado a
Campylobacter jejuni. Asi mismo indican que se estan identificando nuevos desencadenantes
de variante axonal de SGB, como el virus del Zika, virus de la hepatitis, administracién
intravenosa de ganglidsido, vacunacion, y cirugia. Sin embargo, los mecanismos patogénicos
de SGB axonal relacionados con antecedentes bacterianos o infecciones virales distintas de
Campylobacter jejuni permanecen aun desconocidas. Mencionan también que, actualmente,
la clasificacién de autoanticuerpos y electrofisiologia seriada son enfoques fundamentales
para diferenciar el SGB axonal del prototipo de SGB de la polineuropatia desmielinizante
inflamatoria aguda.

Levican et al, (2019) en su estudio titulado “Genomic Analysis of Chilean Strains of
Campylobacter jejuni from Human Faeces” publcado en la revista BioMed Research
International, mencionaron que, el objetivo principal de su estudio fue describir los rasgos
genomicos de cepas de Campylobacter spp. aisladas de muestras fecales de pacientes con
diarrea aguda en Valparaiso, Chile, obteniendo como resultado el aislamiento de
Campylobacter spp. en 28 muestras de heces de 350 pacientes con diarrea aguda, de los
cuales 26 (93%) correspondieron a Campylobacter jejuni, asi mismo indicaron que el 63% de
los aislamientos fueron a ciprofloxacina, el 25.9% a tetraciclina y el 3.5% a eritromicina.
Estas cepas también presentaron factores de virulencia como la toxina citotoxica distender
(cdtA, cdtB y cdtC) asociada a la detencion del ciclo celular, asi como la presencia de los
genes pldA y CadF que estan asociados a la adhesion celular. Mencionaron también que,
secuenciaron el genoma de tres aislamientos de Campylobacter jejuni los cuales son los

primeros genomas de aislamientos Chilenos de Campylobacter jejuni disponibles en la bases
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de datos publicas y brindan informacion relevante sobre los determinantes genéticos de
virulencia, RAM vy posible origen de la cepa. C. jejuni asociado con la infeccion humana en
este pais. .

Igwaran y Okho (2019) en su articulo de revision titulado ‘“Human
campylobacteriosis: A public health concern of global importance” publicado en la revista
Heliyon, mencionaron que, Campylobacter es uno de los principales patdgenos de causar
infecciones gastrointestinales bacterianas en el mundo, asi mismo indicaron que
Campylobacter es una zoonosis importante de infeccion bacteriana transmitida por alimentos,
y los animales de granja son los principales reservorios de especies de Campylobacter y la
causa principal de campilobacteriosis en el mundo. Mencionaron también que, su
patogenicidad esta relacionado con diversos factores de virulencia, que incluyen: motilidad y
flagelos, quimiotaxis, adhesion, produccion de toxinas, invasion, otros mecanismos de
virulencia como La actividad de las sialiltransferasas ( cst/l ) y el gen wlaN esta implicados
en la produccion de lipopolisacaridos suman a la patogenicidad de Campylobacter.

Wieczorec et al, (2018) en su estudio titulado “Antimicrobial Resistance and
Virulence-Associated Traits of Campylobacter jejuni Isolated From Poultry Food Chain and
Humans With Diarrhea” publicado en la revista Frontiers in microbiology, mencionaron que
el objetivo de su estudio fue determinar la prevalencia de marcadores asociados a la
virulencia y la resistencia a los antimicrobianos en 624 cepas de C. jejuni, aislados de las
heces de aves de corral ( n = 160), canales de aves de corral ( n = 157), carne de aves de
corral ( n = 152) y de humanos ( n = 155). Todas las cepas de Campylobacter aisladas de
humanos presentaron 9 de 13 genes (flad, cadF, docA, racR, cdtA, cdtB, cdtC, ciaB'y sodB)
asociados a la virulencia de este patogeno. La presencia de estos marcadores también fue alta
en cepas de aisladas de heces, canales y carne de pollo, aunque no todos fueron identificados

en el 100% de los aislamientos. Por otro lado, solo el 1,9%, 15.2'y 20.5% del total de cepas
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presentaron el gen virBIl1, wlaN e iam respectivamente. Mencionaron también que, los
aislados de C. jejuni, independientemente del origen, el 92.5% , 88.9% y 68.4% presentaron
resistencia elevada a ciprofloxacina, é4cido nalidixico y tetraciclina respectivamente, y que en
el caso de la ciprofloxacina, las cepas de Campylobacter aisladas a partir de heces y carne
de aves de corral fueron significativamente mas resistentes que los obtenidos de humanos. y
se observo la misma relacion para la tetraciclina, donde los aislamientos de C. jejuni a partir
de heces de aves de corral fueron mas resistentes que los aislados de canales y origen cérnico.
Asi mismo el 18.4% presentaron resistencia a la estreptomicina y solo 5 el 0.8% de cepas
mostraron resistencia a la eritromicina.

Wakerley et al. (2016) en su carta al editor titulado “Risk of Guillain—Barré
syndrome from fresh chicken in the United Kingdom” publicado en la revista Journal of Acute
Medicine, mencionaron que, en un estudio realizado por de la Autoridad de Normas
Alimentarias- Inglaterra indicaron que casi dos tercios de los pollos vendidos por los
principales expendios al por menor en Inglaterra estaban contaminados con Campylobacter.
En esta encuesta se analizaron 4,011 muestras de pollo fresco producido en Inglaterra durante
febrero de 2014 y febrero de 2015. Indicaron también que, la contaminacion de la piel oscilo
entre el 66% y el 80% entre los minoristas, Asi mismo, mencionaron que se aislaron
Campylobacter aproximadamente del 7% del embalaje exterior. La Campylobacteriosis en el
mundo es un tiene mucha importancia en la salud publica y neurologica, asi mismo no solo es
responsable de producir enfermedades gastrointestinales y enfermedades trasmitidas por
alimentos, sino que también, desencadena el sindrome de Guillain-Barré, la causa mas comun
de pardlisis flacida en todo el mundo.

Jackson et al. (2014) realizaron el estudio “Binational outbreak of Guillain—Barré
syndrome associated with Campylobacter jejuni infection, Mexico and USA, 2011,

publicado en la revista Epidemiology & Infection, donde sefalaron que en el 2011, se
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identificaron casos sospechosos de sindrome de Guillain Barré (SGB) post infeccion por
Campylobacter jejuni en San Luis Rio Colorado, Sonora, México y el condado de Yuma,
Estados Unidos. En la investigacion de brote se identificaron 26 pacientes; 18 de Sonora y 8
de Arizona, de los cuales 21 (18%) pacientes presentaron antecedentes de diarrea con SGB
que informaron antecedentes de diarrea, y el 61% de los 18 pacientes evaluados presentaron
IgM de C. jejuni. Mencionaron también que, en un estudio de casos y controles, todos los
pacientes con SGB de Arizona viajaron a SLRC durante el periodo de exposicion vs.45% de
los controles emparejados. El estudio de la exposicion y evaluacion ambiental sugirieron que
los casos de GBS fueron a consecuencia de un gran brote de infeccién por Campylobacter
jejuni por el consumo de agua del grifo contaminado en la ciudad de SLRC. Indicaron
también que, el trabajo colaborativo binacional fue muy importante para investigar este brote
de SGB en la frontera de México y Estados unidos en el 2011.

Nyati y Nayti (2013) en su trabajo de revision titulado “Role of Campylobacter jejuni
Infection in the Pathogenesis of Guillain-Barré Syndrome: An Update” publicado en la
revista BioMed Research International, mencionaron que actualmente el conocimiento sobre
la transmision por Campylobacter jejuni en seres humanos se ha incrementado en las ultimas
décadas, indicando también que la transmision por C. jejuni es la causa mas comun de
gastroenteritis bacteriana, en algunas oportunidades superando a infecciones causadas por
Salmonella , Shigella y Escherichia coli, y que la mayoria de las transmisiones son
adquiridos por el consumo de carne de aves de corral crudas o poco cocidas, leche no
pasteurizada y agua contaminada. Mencionaron también que los nuevos métodos para la
deteccion de C. jejuni, han permitido su asociacion con nuevas patologias, indicaron también
que después después de este gran éxito, se han reportado trabajos que mencionan la aparicion
del SGB después de una infeccion por Campylobacter jejuni. Por lo tanto, C. jejuni

actualmente se considera como uno de los patdégenos principales que desencadena el SGB.
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Describen también, que el mimetismo molecular entre las estructuras de lipooligosacaridos
(LOS) sialilados de la envoltura celular de Campylobacter jejuni y los epitopos de
gangliosidos en los nervios humanos, generan una respuesta inmune de reaccion cruzada,
provocando un dafio nervioso autoinmune. Si bien C. jejuni se asocia con varias formas
patolégicas de SGB, los subtipos axonales que siguen a la infeccion por este patdégeno
pueden ser mas graves. Indicaron también que, la existencia de mucha informacion sobre el
SGB, aun los estudios sobre la asociacion de Campylobacter jejuni-SGB no son
concluyentes.

Zhang et al. (2010) realizaron el trabajo “Association Study Between an Outbreak of
Guillain-Barre Syndrome in Jilin, China, and Preceding Campylobacter jejuni Infection”,
publicado en la Revista Foodborne Pathogens and Disease, mencionaron que, durante junio a
julio del 2007, se produjeron 36 casos de sindrome de Guillain Barré SGB ocurrido en el
norte de China. Se realizaron estudios para investigar la asociacion entre una infeccion previa
por Campylobacter jejuni y este brote, donde encontraron anticuerpos anti Campylobacter
jejuni en un nimero mayor de pacientes con SGB (IgM 84%, IgG 87.5%) que en los
pacientes sanos (IgM 33%, IgG 27%). La IgG anti-GM1 fue el anticuerpo anti-gangliésido
dominante entre los pacientes con SGB. Asi mismo se obtuvieron siete aislados de C. jejuni
(cuatro de heces humanas y tres de muestras de aves de corral tomadas de las casas de los
pacientes), mencionaron también que, se utilizaron andlisis de serotipo y moleculares para
determinar la relacion genética entre estas cepas de Campylobacter jejuni. Los cuatro
aislamientos humanos, recolectados de pacientes del mismo distrito, fueron idénticos tanto
por la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) como por la tipificacion de secuencias
multilocus (MLST), lo que sugieren que estos pacientes tenian una fuente comun de
infeccion, asignando un nuevo tipo de secuencia, el ST 2993, a los aislados de

Campylobacter jejuni de humanos, tres de los cuales pertenecian al serotipo Penner



23
termoestable (HS): 41. Concluyendo que, las cepas de Campylobacter jejuni aislados de
humanos fueron diferentes de los aislados obtenidos de muestras de aves de corral, y que la
infeccion anterior por Campylobacter jejuni ST 2993 desencadeno este brote de SGB en
China.

1.4.2 Antecedentes nacionales

Ramos et al. (2021) en su estudio titulado “Guillain-Barré Syndrome outbreak in Peru
2019 associated with Campylobacter jejuni infection”, publicado en la revista Neurology:
Neuroimmunology & Neuroinflammation, mencionaron que el objetivo de su estudio fue
identificar los fenotipos clinicos y desencadenantes infecciosos en el brote de sindrome de
Guillain Barré (SGB) ocurrido en Perti durante el 2019. Para ello recolectaron datos clinicos
de pacientes con SGB ingresados en un hospital de Lima, Pert, entre mayo y agosto del
2019, utilizaron también métodos moleculares, inmunoldgicos y microbioldgicos para
identificar los agentes infecciosos causales. Se compararon los sueros de 41 controles con
casos con anticuerpos contra Campylobacter jejuni y gangliosidos. También realizaron el
analisis del genoma de 4 aislados de Campylobacter jejuni. Los 49 pacientes incluidos en
este estudio tenian edades entre 30-54 afios, y 28 (57%) fueron varones. Treinta y dos (65%)
tuvieron sintomas de una infeccion anterior: 24 (49%) diarrea y 13 (27%) infeccion del tracto
respiratorio superior. El 80% tuvo una forma motora pura de SGB, 21 (43%) tenian el subtipo
electrofisiologico axonal y el 18% el subtipo desmielinizante. Se determiné infeccion reciente
por Campylobacter jejuni en 28/43 (65%). Veintitrés casos frente a 11 controles tenian
anticuerpos IgM y / o IgA contra C. jejuni. Los anticuerpos anti-GM1: fosfatidilserina 'y / o
anti-GT1a: GM1 fueron fuertemente positivos en los casos. El andlisis gendmico mostrd que
las cepas de Campylobacter jejuni estaban estrechamente relacionadas y tenian el

polimorfismo Asn51 en el gen cstIl. Por lo que concluyeron que el brote de SGB del 2019 se
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asocid con la infeccion por Campylobacter jejuni y que estas estan vinculadas al SGB las
cuales circulan ampliamente en diferentes partes del mundo

Munayco et al.. (2020) realizaron la investigacion “Large Outbreak of Guillain-Barré
Syndrome, Peru, 2019, publicada en la revista Emerging infectious Disease, mencionaron
que, durante la semana del 26 de mayo de 2019, el sistema de vigilancia del Ministerio de
Salud de Peru detectd varios casos de sospecha de SGB que excedieron la incidencia
esperada de 1.2 casos / 100,000 personas / afio (es decir, 29 casos / afio), indicaron también,
que del 20 de mayo al 27 de julio de 2019, se identifico 683 casos sospechosos o confirmados
de SGB en Peru. Los brotes mas grandes de SGB han involucrado entre 30 y 50 casos,
excepto los brotes grandes de SGB asociados con la infeccion por el virus del Zika; por lo
tanto, este brote fue extremadamente inusual debido a su tamafio. De los casos, 32 (6,9%)
fueron Brighton nivel 1, 188 (27,5%) Brighton nivel 2 y 463 (67,7%) Brighton nivel 3.
Clasificaron los casos de Brighton niveles 1 y 2 como confirmados, y Brighton nivel 3 casos
como sospechosos. Nueve de los 24 departamentos de Peru notificaron casos de SGB, lo que
resultd en una incidencia anualizada de 30,9 casos /100.000 personas /afio. Las muestras
clinicas recibidas por el Instituto Nacional de Salud fueron: suero (622 muestras), orina
(191), liquido cefalorraquideo (230), muestras de hisopos nasales y faringeos (394) y heces
(362). Detectando Campylobacter spp. en 19 (5,2%) muestras fecales, de los cuales se
aislaron 8 cepas de Campylobacter jejuni biotipo los cuales presentaron un ST 2993 asociado
con brotes de SGB en China. Estos resultados apoyan la hipotesis de que este brote sin
precedentes de SGB se relacioné con un antecedente de brote Campylobacter con fuente
puntual. Sin embargo, no se informaron enfermedades diarreicas poco antes o durante el
brote de SGB;

Pascoe et al.. (2020) en su estudio titulado “Genomic epidemiology of Campylobacter

Jejuni associated with asymptomatic pediatric infection in the Peruvian Amazon” publicado
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en la revista PLOS Neglected Tropical Diseases, mencionaron que, Campylobacter es la
principal causa bacteriana de gastroenteritis en el mundo y su incidencia es alta en los paises
de ingresos bajos y medios (PIBM). La epidemiologia de las enfermedades en estos paises
son diferente a los paises de ingresos altos. En los PIBM, la infeccidén entre los nifios y el
portador asintomatico estd asociado la con desnutricion, crecimiento atenuado en la primera
infancia y desarrollo cognitivo y fisico deficiente. En este estudio, secuenciaron los genomas
de 62 Campylobacter jejuni aislados de nifios de la Amazonia peruana para investigar los
genotipos asociados con la gravedad de la enfermedad variable y la fuente de infeccion. Entre
los genotipos comunes que circulan en el mundo y los genotipos locales raramente vistos
antes, ningun linaje fue responsable de la infeccion sintomatica o asintomatica, lo que sugiere
un papel importante para los factores del huésped. Sin embargo, al igual que en muchos otros
paises, las cepas asociadas a las aves de corral fueron probablemente una fuente importante
de infeccion humana, pero casi la mitad de los casos de enfermedades locales (15 de 31) se
atribuyeron a genotipos que son raros fuera de Peru. Por lo que concluyeron que, la infeccion
asintomatica no se limitd a un solo linajes humanos adaptados, sino que resultdé de cepas
filogenéticamente divergentes, lo que sugiere un papel importante de los factores del huésped
en la epidemiologia criptica de la campilobacteriosis en los PIBM.

Pachas et al.. (2020) en su estudio titulado “Agentes infecciosos en muestras
bioldgicas de pacientes con sindrome de Guillain-Barré en Perti, 2018-2019” publicado en la
Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, mencionaron que, la finalidad
del estudio fue mostrar los resultados del andlisis de las muestras bioldgicas de los pacientes
con SGB, las cuales fueron analizadas en el Instituto Nacional de Salud entre el 2018 y 2019,
a fin de identificar arbovirus, virus respiratorios, enterovirus y enterobacterias, entre las
muestras biologicas. El estudio muestra un total de 2051 muestras bioldgicas obtenidas de

906 casos con SGB, donde tres pacientes fueron positivo a dengue y tres a Zika. Se
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recuperaron cepas de Campylobacter jejuni en 19 muestras fecales, las cuales pertenecian al
genotipo ST2993, genotipo que fue reportado en un brote de SGB en China.

Mateo (2020) en su andlisis de la situacion en salud titulado “Perfil clinico-
epidemiologico del Sindrome de Guillain Barré en el Peru: Un andlisis basado en la
vigilancia epidemiologica 2018 — 2020 (semestre 1) ”, mencion6 en su andlisis que, durante el
2018 y hasta el primer semestre de 2020, se reportaron 1783 casos, donde el 97%
correspondieron con la definicion de caso de SGB. Mientras que el 71% cumplié con la
definicidon de caso de nivel de certeza 3, el 21% el nivel de certeza 2 y el 6% el nivel de
certeza 1. En 2018, se registraron casos en 21 departamentos, con un incremento en el
segundo trimestre en La Libertad, Lima y Cajamarca. En el 2019, se registraron casos en 23
departamentos, con incremento entre mayo hasta julio en Lima, Piura, Junin, La Libertad,
Lambayeque y Callao, y otro incremento entre octubre hasta noviembre en Lima, Piura, La
Libertad y Lambayeque. Asi mismo hasta el primer semestre del 2020, se registraron casos en
21 departamentos con incremento en Lima, Junin, Piura y Cajamarca. Sin embargo en abril
los casos disminuyeron al ingreso del SARS-Cov-2 al pais. En este estudio concluyeron que
la tasa de letalidad en el 2018, 2019 hasta el primer semestre del 2020 fue 0,79, 3,18 y 1,38
respectivamente por cada 100 mil habitantes. El analisis general por regiones mostrd que el
79% de la casuistica se concentr6 Lima-Callao y la region norte. La tasa mas alta de
mortalidad en el 2018 ocurrié en Lambayeque; en el afio 2019, fue en Piura; y en el afio 2020
(I semestre) fue en Junin y Cajamarca.

Schiaffino et al. (2019) en su estudio titulado ‘“Antibiotic Resistance of
Campylobacter Species in a Pediatric Cohort Study” publicado en la revista Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, mencionaron que el objetivo fue determinar la resistencia
fenotipica a los antimicrobianos y la epidemiologia de Campylobacter spp. de un entorno de

bajos recursos. Siguieron una cohorte de nacimiento de 303 nifios hasta los 5 afios de edad.
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Las muestras fecales de nifios asintomaticos (10,008) y nifios con diarrea (3,175) fueron
cultivados para la deteccion de Campylobacter y determinacion de la resistencia a los
antibioticos. La resistencia a los antimicrobianos en los aislados de Campylobacter jejuni y
otras especies de Campylobacter obtenidos durante la vigilancia y casos con diarreas diarrea
fueron comparados. Evaluaron también la asociacion entre la exposicion personal a los
macrolidos y la posterior aparicion de cepas de Campylobacter spp. resistente a los
macroélidos. De 917 cepas de Campylobacter, el 77,4% de los aislados de C. jejuni y el 79,8%
de los aislados de otras especies de Campylobacter presentaron resistencia a la
ciprofloxacina, mientras que el 4,9% de los aislados de C. jejuni y el 24,8% de los aislados de
otras especies de Campylobacter no presentaron sensibilidad a la azitromicina. Asi mismo, de
los 303 nifos, 33,1% de aislados de Campylobacter no fueron sensibles ciprofloxacina como
a la azitromicina. La exposicion personal a los macrélidos no afect6 el riesgo de resistencia
en Campylobacter. El1 94,0% de los aislados de Campylobacter presentaron sensibilidad a la
amoxicilina y al acido clavulanico. Determinaron también, la existencia de una elevada
incidencia de infecciones por Campylobacter resistentes a quinolonas y macrdlidos en
lactantes menores de 2 afios. Concluyeron que este estudio muestra evidencia para proponer
la amoxicilina y el 4cido clavulanico como tratamiento para la campilobacteriosis.

Munayco et al. (2019) realizaron la investigacion “Epidemiologia del sindrome de
Guillain-Barré en el Peru”, publicada en la Revista Peruana de Medicina Experimental y
Salud Publica, mencionaron que, la finalidad de su estudio fue describir la epidemiologia del
sindrome de Guillain-Barré (SGB) en el Perti, mediante andlisis de datos secundarios sobre
las salidas hospitalarias del MINSA (2012 — 2017), EsSalud y de SuSalud (2015 y 2017), y
datos nacionales de mortalidad (2014-2016). Estimaron también la incidencia, tasa de
letalidad y mortalidad por grupos etarios, sexo y departamento. Segun el reporte del MINSA

se registraron 955 casos de SBG desde el 2012 y 2017, con una mayor frecuenciaen varones
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de 20 a 59 anos. La incidencia nacional de SGB fue de 0,62 (2015), 0,92 (2016) y 0,91
(2017) por cada 100 mil habitantes. La tasa de letalidad general fue de 3,5%, con mas
frecuencia en >60 afos. Asimismo, Lima concentré mas del 40% de casos de SGB y Cusco,
Lima, Callao, Lambayeque y Arequipa tuvieron la mayor incidencia. Concluyendo este
estudio brinda informacion importante para entender el comportamiento epidemiologico del
SGB en el Peru, a fin de garantizar una buena atencion a los pacientes a nivel nacional.
Maguifia (2019) en su andlisis titulado “Lecciones aprendidas del brote de Guillain-
Barré durante el 2019” publicado en la revista Acta Medica Peruana, menciona que, en el afio
2018 surge el primer brote de SGB, en el departamento de la Libertad, con 54 casos, el cua
no trascendio a otras regiones. En el 2019, hasta la primera semana de noviembre se tuvieron
aproximadamente 1021 casos, este brote fue distribuido rapidamente a muchas regiones del
pais, afectando a adultos, asi mismo predominé la forma ascendente clésica y en relaciéon a la
forma a la descendente que fue predominante al inicio del brote. El Instituto Nacional de
Salud identifico Campylobacter jejuni en 12 muestras de pacientes con SGB. Las causas de
este brote SGB, aun no estan dilucidadas, sin embargo la deficiente situacion sanitaria del
nuestro pais, son propicios para el predominio de muchas etiologias infecciosas, asociados al
al SGB. Mencion6 también que, en 1982 se confirmoé el primer caso de SGB y se asocio a
Campylobacter jejuni. El autor indica también que la forma atipica del SGB la neuropatia
aguda motora axonal (AMAN) se la asocia frecuentemente con esta bacteria. Concluyendo
que este brote de SGB revela los grandes problemas de salud desde hace varias décadas, por
lo que plantea invertir en la salud de la poblacion peruana.
Moya et al. (2018) en su carta al editor titulado “Alfa resistencia antimicrobiana a
Sfluoroquinolonas por Campylobacter en pacientes pediatricos de un hospital peruano”,
publicada en la Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, mencionaron

que, con la finalidad de determinar la sensibilidad antibidtica de Campylobacter aislados de
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pacientes pediatricos sintomadticos, realizaron un estudio en el Hospital Nacional Docente
Madre Nifio San Bartolomé en dos periodos comprendidos entre noviembre de 2012 a febrero
de 2013, y diciembre de 2014 a julio de 2015, periodos que fueron establecidos por la alta
frecuencia de aislamientos de enteropatogenos durante los meses de verano. Incluyeron en
este estudio muestras fecales de neonatos hasta los 24 meses, con reaccion inflamatoria
positiva. Como resultado, obtuvieron 150 aislamientos de Campylobacter; Campylobacter
coli 62 (41%), Campylobacter jejuni 44 (30%) y Campylobacter spp. 44 (30%). De los
cuales, 131 (87%) fueron resistentes ciprofloxacino y 11 (7,3%) a eritromicina mediante el
método de disco difusion, sin embargo cuando analizaron el MIC evidenciaron que la solo
121 (80.7%) cepas presentaron resistencia a ciprofloxacina, y la sensibilidad intermedia
disminuy6 a dos cepas (1,3%), 3 veces menos que los obtenidos por el método de disco
difusiéon. Ademas, 07 aislamientos presentaron resistencia a ciprofloxacino y eritromicina;
tres fueron Campylobacter coli, dos Campylobacter jejuni y dos fueron Campylobacter spp.
Mencionaron también que, 110 (73 %) pacientes tenian menos de un afio, y 80 (53,3 %)
pacientes presentaron resistencia a ciprofloxacino. Por lo que en este estudio reportaron una
resistencia significante a las fluoroquinolonas y baja resistencia a los macrolidos.

Lluque et al. (2017) en su estudio titulado “Virulence and Antimicrobial Resistance in
Campylobacter spp. from a Peruvian Pediatric Cohort” publicado en la revista Cientifica
(Cairo), mencionaron que el objetivo de su estudio fue analizar la presencia de factores de
virulencia y mecanismo de resistencia a quinolonas y macrélidos en Campylobacter spp. de
un estudio de cohorte pedidtrico en Lima, incluyendo 149 aislamientos: 39 Campylobacter
jejuni 'y 24 Campylobacter coli fueron de casos diarreicos; 57 Campylobacter jejuni 'y 29
Campylobacter coli como controles. El gen cadF y todos los genes del operon cdtABC
fueron significativamente mas frecuentes entre C. jejuni el marcador iam fue mas frecuente

en C. colii No se observaron diferencias en los factores de virulencia entre casos y
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controles. E1 90,4% y 88,7%, fueron resistentes a tetraciclina y a las quinolonas
respectivamente. El 13% ( C. jejuni 4,3%; C. coli26,1%) fueron resistentes a los macrolidos.
La resistencia a la ciprofloxacina se relacion6 con la mutacion del gen de GyrA Thr86,
mientras que 13 de los 15 cepas resistentes a macrélidos presentaron una mutacion en el gen
ARNr 23S (A2075G). Se observaron diferencias en la presencia de factores de virulencia y
niveles alarmantes de resistencia a los agentes antimicrobianos ensayados entre C. jejuni y C.

coli.

1.5 Justificacion de la investigacion

Justificacion tedrica: En cuanto a la justificacion teodrica este estudio, se profundizé la
revision de diferentes publicaciones disponibles nacionales e internacionales que evidencian
que el sindrome de Guillain Barré es una enfermedad precedida por un proceso infeccioso, y
en la mayoria de los casos relacionan a C. jejuni como responsable de este sindrome. Estos
antecedentes bibliograficos fortalecieron el conocimiento de este sindrome y los agentes
infecciosos relacionados con esta enfermedad, los cuales orientaron a suponer que el brote de
SGB ocurrido en nuestro pais durante el 2019 y 2020 fueron a causa de C. jejuni.

Justificacion practica: Desde el punto de vista practico, este estudio contribuye en el
conocimiento del agente causal del brote de SGB ocurrido en nuestro pais el cual es
considerado el mas grande ocurrido en el mundo, lo cual permitira fortalecer la vigilancia
nacional de Campylobacter jejuni, asi como establecer programas de prevencion en el control
de todo el proceso de la cadena alimentaria (produccion, elaboracién, manufactura) y la

industrializacion de los alimentos tanto comercialmente como en los hogares.

Justificacion metodologica: Desde el punto de vista metodologico, se aplicaron

herramientas metodoldgicas y formularios de recoleccion de datos validados por juicio de
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expertos, los cuales permitieron obtener datos valiosos, para el andlisis de epidemiologia
molecular de C. jejuni aisladas de pacientes con SGB mediante la filogendmica, de manera
valida y confiable, a fin de establecer evidencia cientifica si este patdogeno cumple con las

caracteristicas gendmicas de inducir esta enfermedad.

1.6. Limitaciones de la investigacion

- La limitacion més importante este estudio fue el nimero de cepas a estudiar, se contod
con un total de 26 cepas de Campylobacter jejun: 20 cepas de C. jejuni aislados de
pacientes con SGB y 06 cepas aislados de aves de corral, las cuales fueron aisladas
durante el brote de SGB en el ano 2019 hasta marzo del 2020, son los tUnicos
aislamientos de representacion nacional.

- Esta limitacion se vera compensada mediante la inclusion en el andlisis gendmico de
70 secuencias de C. jejuni aisladas de pacientes con EDA de Pera y C. jejuni

asociadas a SGB reportadas por otros paises.

1.7. Objetivos

1.71. Objetivo General

Determinar el impacto en la salud publica de Campylobacter jejuni aisladas de

pacientes con sindrome de Guillain Barre. Pert, 2019 - 2020.

1.7.2. Objetivos Especificos

e Identificar los perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana de Campylobacter
Jjejuni aisladas de pacientes con el SGB.
e Determinar la presencia de genes los responsables de la virulencia y resistencia

antimicrobiana de Campylobacter jejuni aisladas de pacientes con el SGB.
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e Describir las caracteristicas genéticas de los lipopolisacaridos de Campylobacter
jejuni similares a gangliésidos humanos aisladas de pacientes con el SGB.
e Determinar la diversidad genética de Campylobacter jejuni aislados de pacientes
con SGB mediante anélisis de genoma completo.
e Analizar la relacion gendmica que existe entre Campylobacter jejuni aislados de
pacientes con SGB, aves de corral y enfermedades gastrointestinales.
1.8 Hipotesis
Los resultados del analisis de epidemiologia molecular de C. jejuni aislados de

pacientes con SGB genera un impacto positivo en la salud publica.
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II. Marco teodrico

2.1 Marco conceptual
2.1.1 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni es una bacteria Gram negativa, considerada como la causa mas
frecuente de diarrea en humanos en el mundo, una de las bacterias que se encuentra
principalmente relacionada con el sindrome de Guillain-Barré y otras manifestaciones extra
intestinales. Considerados como comensales frecuentes en el tracto gastrointestinal de los

animales, especialmente aves de corral (Orihuel et al., 2015)

2.1.2 Sindrome Guillain Barre

El sindrome de Guillain Barre (SGB), es una polineuropatia desmielinizante aguda
inflamatoria autoinmune ocasionada por una respuesta inmune celular, contra un antigeno de
mielina periférica, cuya etiologia ain no estd claramente establecida. Sin embargo el
trastorno suele aparecer unos dias o semanas después de que la persona presente sintomas de

infeccion respiratoria o gastrointestinal (Ballon y Campos 2017)

2.1.3 Salud publica

La Salud Publica es la practica social integrada que tiene como sujeto y objeto de
estudio, la salud de las poblaciones humanas y se le considera como la ciencia encargada de
prevenir la enfermedad, la discapacidad, prolongar la vida, fomentar la salud fisica y mental,
mediante los esfuerzos organizados de la comunidad, para el saneamiento del ambiente y

desarrollo de la maquinaria social, para afrontar los problemas de salud y mantener un nivel

de vida adecuado (Calderon, 2018).
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2.2 Bases Teoricas de la investigacion
2.2.1 Campylobacter jejuni

2.2.1.1. Taxonomia de Campylobacter. El término Campylobacter deriva del griego
baktron (bacilo) y campylos (curvo) y, fue denominado asi para diferenciarlos del género
vibrio, cuya apariencia es muy similar. Se considera a la campilobacteriosis como una
zoonosis mundial. C. jejuni pertenece al reino Bacteria, Phylum Proteobacteria, Clase
Epsilonproteobacteria, Orden Campylobacterales y familia Campylobacteriaceae. La
taxonomia del género Campylobacter se ha modificado muchas veces en el transcurso del
tiempo hasta la actualidad; sin embargo, esta especie pertenece al grupo de las
campilobacterias termofilas (Debruyne et al., 2008; On, 2001).

En el afio 1886, Theodor Escherich describié por primera vez una bacteria espirilada
que no podia ser cultivada del contenido del colon de nifios y gatos fallecidos a causa del
“colera infantum” (Fridmann, 2014). Este es el primer reporte de un microrganismo que hoy
en dia se conoce como Campylobacter. Hasta principios del siglo XX, no era posible cultivar
estos microorganismos (Skirrow y Butzler, 2000; Park, 2002). Luego, en 1909, los
veterinarios McFadyean y Stockman identificaron una bacteria parecida a Vibrio. Este fue
aislado de abortos de animales infectados (McFadyean, 1913).

Debido a su similitud morfologica con Vibrio cholerae, esta bacteria ha sido
clasificada como Vibrios. Afios mas tarde, Cinco afios mas tarde Smith concluyd que los
bacterias espiraladas que descubrio en abortos de bovinos y las bacterias identificadas por
McFadyean y Stockman formaban parte de la misma especie (Smith et al., 1919), a la que
llamo Vibrio fetus. Campylobacter fetus (Vibrio fetus) fue reconocido como patégeno del
ganado vacuno y ovino, y otras bacterias relacionadas a esta posteriormente se denominaron
como Vibrio jejuni recuperado del yeyuno de vacas, y Vibrio coli de cerdos (Doyle, 19;

Jones et al., 1931).
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En 1957, Elizabeth King, investigd un grupo de bacterias relacionadas a vibrios
asociadas con enfermedades intestinales en humanos y fue la primera en estudiar a detalle la
cepa en humanos. Ella distingui6é entre Vibrio fetal, Vibrio jejuni y Vibrio coli, aunque
conservd el nombre provisional de "Vibrio relacionado" (King, 1957). Posteriormente, en
base a sus caracteristicas de ADN, metabolismo y condiciones de crecimiento, en 1963
Sébad y Veron proponen el género Campylobacter, diferenciandolos de esta manera de
vibrios spp. (Silva et al., 2011). Una década después, Ver6én y Chatelain dilucidaron la
taxonomia y propusieron cuatro especies distintas en género Campylobacter: C. fetal, C. coli,
C. jejuni'y C. sputorum (Véron et al., 1973).

El aislamiento de Campylobacter a partir de muestras fecales estaba relacionada a las
exigencias nutricionales y a la contaminacion con coliformes. Esta dificultad mejoro al
emplear medios selectivos y métodos de cultivo utilizando papel filtro (Dekeyser et al., 1972,
Buzler et al., 1973). En 1977, el cultivo de Campylobacter mejord con el uso de medios de
cultivos suplementados (vancomicina, polimixina B y trimetoprim), dejando en algunos casos
método del filtro (Skirrow, 1977). Estos medios selectivos permitié el aislamiento de
Campylobacter de diversas fuentes, (humanas,animales y ambientales), asi mismo proponen
la inclusion gradual de nuevas especies, aprobandose la nueva familia Campylobacteriaceae
(Vandamme et al., 1991). En la actualidad esta familia consta de 4 géneros: Campylobacter,

Arcobacter, Sulfurospillium y Dialospillium.

2.2.1.2. El género Campylobacter. E1 género Campylobacter actualmente consta de

34 especies, 14 subespecies y 2 biovares (http://www.bacterio.net/) . C. jejuni 'y C. coli son

las especies patdogenas mas importantes que representan aproximadamente el 90% de las

infecciones en humanos (Tam et al 2003).


http://www.bacterio.net/

36

2.2.1.3. Caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas
Campylobacter es un bacilo Gram negativo cuyo tamafo va de 0,2 a 0.8 pm x 0,5-5
um, son curvos, espiralados o en forma de S. Presenten un flagelo polar el cual le confiere
motilidad (Vinzent, 1947). Campylobacter no forma esporas ni fermentan la sacarosa, por lo
que es considerado un microorganismo altamente exigente, El cual se atribuye al tamafio de
su genoma (Griffiths et al., 1990). Crece en un ambiente microaerofilico (5% O2 oxigeno,
10% CO2 y 85% de N (Lapierre, 2013). Son oxidasa negativa; no fermenta ni oxida los
carbohidratos, la fuente de energia la obtienen de los aminoacidos o productos del ciclo de
Krebs (Vandamme, 2000). La mayoria de las Campylobacterias crecen a una temperatura
optima de 37°C, sin embargo C. jejuni crece a 42° C, e incapaces de crecen por debajo de 30°

C (Levin, 2007).

2.2.1.4. Identificacion. La identificacion y diferenciacion de especie de este patogeno
infeccioso por lo general suele ser muy complicado mediante metodologias convencionales
(Solis et al., 2011). Los métodos en base a reacciones bioquimicas, son las mas empleadas de
manera rutinaria desde hace muchos afios, asi como la capacidad de Campylobacter jejuni
de hidrolizar el acido hipurico, a diferencia de otras especies de Campylobacter (Nakari et
al., 2008). Ademas con la implementaciéon de medios cromogénicos ha sido posible la
identificacion de Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter lari. El Agar
Campylobacter RAPID es un medio cromogénico (Bio-Rad, EEUU), que permite la
identificacion de estas especies a partir de diferentes muestras (Alimentos y medio ambiente).
El aislamiento de Campylobacter a partir de pollos con este agar cromogenico han
demostrado ser muy bueno al ser comparado con los medios mCCDA (Inglaterra) y CFA

(Francia) (Seliwiorstow et al., 2014).
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Igualmente existen otros productos no automatizados, como el sistema Campy API
(Francia) Este es un mini método de identificacion bioquimicas que van desde reacciones
convencionales hasta enzimadticas (Martiny et al., 2010), a diferencia del Microgen
Campylobacter latex (Inglaterra) otro producto comercial per emplea la técnica de
aglutinacion para la identificacion de Campylobacter a partir de muestras provenientes de
pacientes sospechosas de una gastroenteritis bacteriana.

Los grandes avances en biologia molecular han llevado al desarrollo de varios
métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), Asi como la PCR en
tiempo real (Ivanova et al., 2014) y la PCR multiplex (Pavlova et al., 2016), tanto para la
deteccion directa, asi como para la identificacion de aislados. En base a esto, se desarroll6 el
kit Campylobacter iQCheck ™ (EE. UU.), que permite la deteccion cualitativa de fragmentos
especificos de ADN de Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter lari de
forma sencilla y rapida, a partir de alimentos y medio ambiente. Ademas se desarrollaron
técnicas de hibridacion (Fontanot et al., 2014). Denis et al. (1999) desarrollaron una PCR
multiplex que permite diferenciar rapidamente Campylobacter jejuni y Campylobacter coli
a partir de una muestra (Denis et al., 1999), sin la necesidad de pruebas bioquimicas para
diferenciar especies.

Hoy en dia existen diversas casas comerciales que ofrecen productos automatizados
para detectar Campylobacter y otras bacterias entéricas de manera facil y rapida a partir de
muestras fecales, tales como el Filmarray (Francia), STATdx (Alemania) y Seegene. Asi
mismo la espectrometria de masas (MALDITOF, EE.UU), que actualmente, es considerado
como una de las principales herramientas para la identificacion répida y precisa de cepas de
Campylobacter (Bessede et al., 2011; Lawton et al., 2018).un aislado obtenido de las

muestras a analizar (Bessede et al., 2011; Lawton et al., 2018).
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2.2.1.5. Patologia causada por Campylobacter. Las especies de Campylobacter son

uno de los principales patdgenos asociados a infecciones intestinales, Campylobacter jejuni 'y

Campylobacter coli son las principales especies que causan problemas gastrointestinales en

humanos. La severidad de la enfermedad esta asociado con la dosis infectiva Los estudios

han demostrado que se requiere una dosis de 360 UFC/ml para desarrollar la enfermedad

(Hara-Kudo et al., 2011). En otros estudios se ha demostrado que la colonizacion aumenta
con la dosis, pero no con los sintomas o la severidad de la enfermedad (Johnson et al., 2017).

Los sintomas suelen aparecer entre el segundo y tercer dia después de ingerir
alimentos contaminados, pero la ingesta de dosis bajas de microorganismos puede retrasar el
inicio de la enfermedad. Campylobacter jejuni y Campylobacter coli pueden contaminar a
personas de todas las edades, pero se ha demostrado que afectan con mayor frecuencia a
nifios de menores de 5 afios y jovenes de 15 - 24 afios (Amour et al., 2016).

La infeccion gastrointestinal es la principal condicion médica causada por
Campylobacter, sin embrago también estd asociado a: la enfermedad inflamatoria intestinal,
patologias del esofago, la periodontitis y alteraciones en la funcion del tracto gastrointestinal,
colecistitis y neoplasia del colon (Kaakoush et al., 2015). Adicionalmente de las condiciones
médicas mencionadas, la campilobacteriosis esta asociada a infecciones extra
gastrointestinales posterior a un proceso de infeccion gastrointestinal, asi como el sindrome
de Guillain Barré (Hughes et al., 1999), sindrome de Miller-Fisher (Salloway et al., 1996),

bacteriemias, sepsis, absceso cerebral, meningitis, etc (Kaakoush et al., 2015).

2.2.1.6. Epidemiologia. Las enfermedades originadas por este patdgeno son consideradas de
importancia en la salud publica mundial (EFSA-ECDC, 2016). En los tltimos afios, se ha
observado un incremento de la campilobacteriosis en gran parte de paises de América del

norte, Comunidad Europea, Australia y en la mayoria de paises de América latina, lo cual
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representa un grave problema de salud publica, sin embargo en alguno de los casos no son
observado con importancia por los responsables de la salud publica de cada pais (Kaakoush et
al., 2015). Asi mismo la Campylobacteriosis en paises avanzados en algunos casos son
considerados endémicos, afectando sobre todo a nifios, y la severidad disminuye con la edad,
lo que podria estar relacionado con el desarrollo de la inmunidad. Por lo general en mucho de
estos paises, Campylobacter es recuperado de nifios asintomadticos, sin embargo existen
reportes donde se indica que la frecuencia de aislamientos de nifios sintomaticos y
asintomaticos no presenta una diferencia significativa (Coker et al., 2002).

El incremento de casos inusuales de Campylobacter es poco frecuente. Este
incremento inusual por lo general es considerado como brotes de casos por encima de lo
esperado en un periodo especifico (http://www.cdc.gov/mmwr). No obstante, se ha observado
que anualmente ocurre un evento de campilobacteriosis por cada persona adulta sana, y en la
mayoria de los eventos solo se notifican los casos sintomaticos, trayendo como consecuencia
datos irreales de los eventos ocurridos (Havelaar et al., 2016).

En la altima década se ha observado un incremento de brotes en América del norte
(Geissler et al., 2017), sin embargo en Europa suceden mdas eventos aislados que brotes.
Mientras que en Espafia, los casos de gastroenteritis ocasionados por Campylobacter fueron
detectados predominantemente en nifios menores de 5 afios en los meses de verano
(Berradre-Séenz et al., 2017). Recientemente, en Pert se reporté un brote de Sindrome
Guillain Barre asociado a Campylobacter jejuni ST 229 (Munayco, 2020). La notificacion
constante de eventos ocasionados por Campylobacter fortalece la vigilancia de

Campylobacter en las regiones.

2.2.1.7. Transmision. La via de infeccion por Campylobacter por lo general se da por el

consumo de alimentos contaminados, especificamente al consumir la carne de aves de corral
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contaminados. Adicionalmente, se han reportado que algunos eventos de campylobacteriosis
estan relacionadas mas a una infeccion cruzada, debido a la mala manipulacion de los
productos carnicos, que al consumo de carne mal cocida (Mughini Gras et al., 2012). La otra
via de infeccion es de humano a humano o con animales infectados (Domingues et al., 2012).
En un estudio realizado por Little et al., (2010) en Inglaterra, demostr6é que la infeccion via
fecal-oral ocasiond el 3% de los brotes por este patogeno durante 1992 a 2009 (Little et al.,
2010). El consumo de productos lacteos no pasteurizados, podrian ser puede ser una fuente
muy importante para la transmision de Campylobacter. Por lo que, E.E.U.U. ha reportado el
incremento de brotes por el consumo de leche durante 2007 al 2012 (Mungai et al., 2015).

Adicionalmente, se ha evidenciado que la transmision por Campylobacter depende de
la residencia del hospedero, donde sobresalen otras vias de infeccidon como la participacion
de roedores y aves silvestres. En un estudio realizado por Strachan et al., (2009) donde
compar6 niflos <5 afios con campylobacteriosis en zonas rurales y urbanas se determind que
la infeccidon por este patogeno ocurre generalmente en nifios que habitan en zonas rurales
(24.4%) de aquellos que habitan en zonas urbanas (6.4%) a consecuencia del consumo
alimentos contaminados y mal cocidos. Ademéas la presencia de roedores, juegan un rol
importante en la transmision de este patdogeno en zonas rurales que en zonas urbanas.

También, se ha demostrado que la prevalencia de Campylobacter esta relacionado con
determinadas zonas geograficas, por lo que el riesgo de infeccion en los viajeros se ve
incrementado (Kaakoush et al., 2015). Asi mismo, se ha reportado que las personas que
viajan al suroeste de asi tienen mayor riesgo de infectarse que los que viajan de occidente a

Europa.

2.2.1.8. Factores de Virulencia. Las especies de Campylobacter jejuni pueden

resistir al estrés ocasionados por diversas condiciones ambientales el cual le ha permitido
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sobrepasar por todo el tratamiento de la cadena alimenticia hasta su arribo en el ser humano.
La presencia y expresion de factores de patogenicidad han permitido que estas se mantengan
como patogenos en los alimentos y en algunos mamiferos (Dasti et al., 2010).

En la actualidad, los mecanismos de patogenicidad e inocuidad de Campylobacter no
estan totalmente dilucidados en aves, a pesar de haberse reportado tres etapas importantes en
la patogenicidad de Campylobacter (Schnee et al., 2017): (i) Adhesion, por lo general esta
dado por las proteinas que codifican los genes cadF'y jlpA (Jin et al., 2001), la motilidad esta
mediada por proteinas codificadas por los genes flad y flaB (Guerry, 2007) y estrategias de
quimiotaxis (Yao et al., 1997); (i1) La invasién y la supervivencia en las células del
hospedero, estd dada por el gen ciaB (Konkel et al., 1999), lo cual es importante en los
procesos de colonizacion (Wysok et al., 2020); y (iii) la citotoxinas de distension, esta
codificada por los genes cdtA, cdtB y cdtC (Purdy et al., 2000). Ademas, se ha demostrado la
presencia de lipooligosacaridos (LOS) que estdn asociados a la patogenicidad de esta
bacteria, el cual esta codificado por el gen wlaN (Guerry et al., 2000), y el sistema de
secrecion tipo IV (T6SS), codificado por el gen Acp.

La estructura del lipooligosacarido presenta un oligosacarido y un lipido A en su
capsula, estructura que le permite evadir la respuesta inmune del hospedero permitiendo la
adhesion e invasion (Guerry et al., 2000). Asi mismo, se ha observado en diversos estudios
que la adherencia de cepas mutantes de Campylobacter (sin capsula) en células INT-407se ve
reducida (Bacon et al., 2001). Ademas, se han descrito otros factores de patogenicidad como
los mecanismos de captacion de hierro (Hermans et al., 2011), tolerancia a la bilis, a los
antibidticos y factores externos ambientales (Alfredson et al., 2007) se han considerado
también como factores de patogenicidad:

A. Adhesion y colonizacion. El inicio de la patogénesis de Campylobacter esta

mediado por la movilidad a través de sus flagelos polares, lo cuales le permiten adherirse al
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epitelio celular del intestino y sumado a ello, su diminuto tamafio, estas pueden atravesar el
tubo digestivo. Estos flagelos (flagelina FlaA y FlaB) que cumplen una funciéon muy
importante durante el proceso de infeccion, los cuales estan codificados por los genes flaA y
flaB (Nachamkin et al., 1993). Analisis mutaciones determinaron que estudios de mutacion
han demostrado que la flagelina FlaA es indispensable en el proceso de colonizacién a
diferencia del FlaB (Wassenaar et al., 1993). La quimiotaxis es otro mecanismo importante
en la patogénesis (participacion del gen acfB) que consiste en el movimiento bacteriano hacia
el blanco favorable para colonizar al hospedero. Se ha reportado que en aves de corral, la
quiomiotaxis orienta a Campylobacter jejuni a colonizar el intestino (ciego) de las aves de
corral, medidas por mucinas, glicoproteinas y condiciones quimicas favorables (Hermans et
al., 2011). La adherencia al epitelio celular es una condicion para la colonizacion, las cuales
estan dadas por un grupo de adhesinas ubicadas en la pared celular de la bacteria (Jin et al.,
2001), como la proteina exteARN CadF (Konkel et al., 1997), y la proteina JilpA, esta ultima
ademas favorece a la respuesta inflamatoria (Jin et al., 2003). Adicionalmente se han
reportado que el gen virB11 ubicado en el plasmido pVir, tiene un rol muy importante en la
adherencia, asi como en el desarrollo de una patologia grave (Bacon et al., 2000).

B. Invasion. Posterior a la adherencia celular y colonizacion en el hospedero, se inicia
la etapa de invasion, causando dafio y alteracion en el citoesqueleto celular del hospedero. En
esta etapa se han reportado la participacion de los genes htrd y htrB, algunos estudios indican
que el gen AfrB también se ha reportado en el género Salmonella (Phongsisay et al., 2007).
Adicionalmente, el gen ciaB, también participa en esta etapa (Konkel et al., 2004).

C. Produccion de citotoxinas. En el desarrollo de la patogénesis de Campylobacter es
muy importante también destacar la presencia de las toxinas de distension citoletal o CDT,
cuya funcién es detener el ciclo celular ocasionando la muerte de células en cultivos de lineas

celulares humanas. Actualmente, estas toxinas son las unicas identificadas en Campylobacter
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jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari, Campylobacter fetus, Campylobacter
upsaliensis (Johnson and Lior, 1988). En Campylobacter jejuni el rol de estas toxinas durante
la patogénesis atin no esta dilucidado, por lo que se piensa que podrian participar los proceso
de invasividad y regulacion de la respuesta inmunolédgica (Purdy et al., 2000). Esta toxina
presenta tres subunidades (cdtA, cdtB y cdtC) y tiene una actividad ADNasa que conduce a la
muerte celular (dafio del ADN celular) (Ge et al., 2008). Asi mismo, se ha reportado que la
expresion de esta toxina por Campylobacter en ratones incrementa la virulencia
incrementando de la permanencia de la enfermedad en el tubo digestivo, asi como en el
higado.

Adicionalmente, se ha reportado recientemente sistemas de secrecion en
Campylobacter, considerado también como un mecanismo de patogenicidad porque permite
la exportacion de esta toxina (Bleumink et al., 2013). Estos sistemas de secrecion tienen un
rol muy importante en la severidad de la enfermedad por Campylobacter jejuni, asi mismo se
ha reportado que el gen Acp, es uno de los componentes de este sistema y su presencia se ha
descrito en pacientes con diarreas con sangre. Se ha reportado también que la presencia de
este gen en Campylobacter incrementa la destreza en los procesos de adherencia e invasion al
epitelio de los enterocitos del hospedero (Lertpiriyapong et al., 2012). También, se ha
reportado que en Campylobacter jejuni y Campylobacter coli recuperadas de aves de corral
que sistema de secrecion tipo 6 (T6SS) esta relacionado con cepas mas virulentas que las

salvajes (Corcionivoschi et al., 2015).

D. Mimetismo molecular. El lipooligosacdrido (LOS) que se encuentra en la
membrana externa de C. jejuni es la molécula responsable de inducir los autoanticuerpos
contra el GBS (Parker et al., 2005). El1 LOS de C. jejuni puede modificarse en gran medida

mediante la adicion de restos de carbohidratos al antigeno O, lo que da como resultado una
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serie diversa de antigenos LOS entre las cepas de C. jejuni (Li et al., 2005). La adicion de
residuos de 4cido sidlico al antigeno O puede resultar en estructuras que son casi idénticas a
los gangliésidos GM1, GD1a, GQ1b y GT1a que se encuentran en la superficie de las células
nerviosas (Gilbert et al., 2002).

Se ha demostrado que los sueros extraidos de pacientes con GBS reconocen uno o
mas de estos ganglidsidos, asi como la superficie de cepas especificas de C. jejuni (Lardone
et al., 2016). Si bien atn no es posible determinar quién es susceptible a estos trastornos
autoinmunitarios, es posible predecir si una cepa de C. jejuni posee LOS sialilada y tiene el
potencial de inducir el SGB. No esta del todo claro qué gangliésido mimetizado en particular
tiene mas probabilidades de inducir SGB, pero parece que la adicion de acido sialico
(sialilacion) al LOS es necesaria para el mimetismo del gangliosido (Godschalk et al., 2004).

Hasta ahora se han descrito mas de 20 tipos de LOS diferentes, pero los tipos A, By
C de LOS son los mas comunmente asociados con el SGB (Koga et al., 2006). Estos tres
tipos de LOS contienen una variante del gen cst, que codifica una sialiltransferasa necesaria
para la adiciéon de acido sidlico al LOS. Los tipos A y B codifican el gen cst-II, mientras que
el tipo C codifica cst-III (Gilbert et al., 2002). Las dos variantes de cst pueden agregar acido
sialico a una posicidon unica o multiples posiciones dentro del antigeno O del LOS para crear
multiples estructuras con mimetismo a los gangliosidos GM1, GTla o GDla (Koga et al.,
2006). Ademas, la interaccion entre moléculas LOS con diferentes patrones de sialilacion
puede producir estructuras que mimetizan gangliosidos adicionales (Koga et al., 2015), y los
pacientes con SGB pueden desarrollar diferentes anticuerpos anti-gangliésidos en respuesta a
los mismos gangliésidos mimetizados (Lardone et al., 2016). Por todo ello, los genes cst se
eligieron como marcadores de cepas de C. jejuni que pueden producir LOS con mimetismo

de ganglidsidos. El gen waaM, que es necesario para la sintesis de LOS del ntcleo, se utiliza
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normalmente como control, ya que se encuentra en todas las cepas independientemente del

tipo de LOS (Gilbert et al., 2002).

E. Resistencia a los antimicrobianos En Campylobacter como en otras bacterias, el
incremento de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) se debe a mutaciones puntuales en
el cromosoma bacteriano o la adquisicidon de genes de resistencia antibidtica transmitidos por
plasmidos y adquiridos mediante el proceso de conjugacion. Sin embargo, la capacidad de
estas cepas para adquirir e incorporar ADN por transformacion natural es otro mecanismo
potencial para la adicion de genes de resistencia a los antimicrobianos en el cromosoma.
(Elhadidy et al., 2020).

La resistencia a fluoroquinolonas y macrolidos en Campylobacter suele ser el
resultado de mutaciones puntuales discretas y bien caracterizadas (Elhadidy et al., 2020), esta
se debe generalmente por las mutaciones de aminoacidos en la region determinante de la
resistencia a las quinolonas (QRDR) de la topoisomerasa. En las especies de Campylobacter
existen diferentes modificaciones individuales de GyrA que se relacionan con la resistencia a
fluoroquinolonas. Sin embargo, la mutacion observada frecuentemente en Campylobacter
con resistencia a quinolonas es la mutacion C257T en el gen gyrd , que conduce a la
sustitucion Thr86Ile en la girasa confiriendo una elevada resistencia a este grupo de
antimicrobianos (Payot et al., 2006).

La resistencia a macrolidos en Campylobacter se da como consecuencia de la
modificacion del sitio de unidon a la diana del ribosoma por mutacion del ARNr 23S o
cambios en las proteinas resultantes (Wieczorek et al., 2013). Las sustituciones de bases en
las posiciones 2074 y 2075 de los residuos de adenina en las tres copias del gen de ARNr 23S
en Campylobacter son las mutaciones mas comunes que transmiten resistencia a eritromicina

(Gibreel, et al., 2005)(Payot et al., 2006). Entre las mutaciones asociadas a la resistencia, las
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mutaciones A2074C, A2074G y A2075G confieren un alto nivel de resistencia a los
macrolidos, mientras que en las proteinas ribosémicas L4 (G74D) y L22 confieren un nivel
mas bajo de resistencia a macrélidos en Campylobacter (Payot et al., 2006)( Cagliero et al.,
2006)(Caldwell et al., 2008)( Gibreel et al., 2005). También se ha demostrado que la
resistencia a macrélidos se debe a las bombas de eflujo de antibidticos (CmeABC y
CmeABC) y la metilacion del ribosoma realizada por una metiltransferasa de ARNr 23S
codificada por el gen ermB (Caldwell et al., 2008)(Bolinger et al., 2017). Este mecanismo es
de particular preocupacion porque, el gen es transferible horizontalmente entre cepas de
Campylobacter y confiere un alto nivel de resistencia (Qin et al., 2014).

En Campylobacter, la resistencia a otros antimicrobianos, como la tetraciclina, se
debe a la adquisicion de genes de resistencia. El gen que codifica la proteina de proteccion
ribosémica Tet (O), confiere resistencia a las tetraciclinas al evitar que esta se una al sitio de
union primario en el ribosoma (Connell et al., 2003) generalmente se transporta en los
plasmidos (Gibreel et al., 2004) aunque se ha identificado también en el cromosoma (Wu et
al., 2014).

F. Epidemiologia Molecular. E] conocimiento sobre los aspectos epidemioldgicos de
las enfermedades causadas por Campylobacter jejuni se deben gracias a las técnicas de
tipificacion molecular (Sheppard et al., 2015). Algunos métodos convencionales como la
tipificacion seroldgica y por fago, han sido desplazados por métodos de tipificacion
molecular como la Tipificacion Multilocus de Secuencias (MLST) y el gel de electroforesis
en campo pulsado (PFGE), los cuales a su vez pueden ser desplazados gracias a las
herramientas de secuenciacion de genoma completo (WGS). La tecnologia del MLST permite
determinar la relacién genética entre dos o mas patdogenos a través del analisis de las
secuencias de 7 genes constitutivos (aspA, ginAd, gltA, glyA, pgm, tkt y uncA) (Dingle et al.,

2001). Esta herramienta molecular también permite conocer la evolucion de una comunidad
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bacteriana en base a la obtencion de los secuencias tipos (ST) (Cody et al., 2012), siendo
importante en los estudios de genética evolutiva y poblacional, asi como en los estudios
epidemiologicos (Dingle et al., 2001).

El analisis genomico de Campylobacter revela que estos microorganismos presentan
una diversidad Genética muy amplia y muy recombinantes, lo que dificulta entender los
datos generados por diversos métodos moleculares de tipificacion. El uso del MLST en
Campylobacter se ha extendido rapidamente, conllevando el incremento de la data base
MLST, es asi que hasta el 2008, la data base contenia la informacion de 3516 cepas y las
cuales eran usadas 0 mencionadas por diferentes estudios
(http://pubmlst.org/campylobacter/). El incremento de secuencias tipos estd relacionado con
la identificacion de estos microorganismos aislados de diversas fuentes ambientales de una
zona determinada (Stone et al., 2013), ha conllevado que a la fecha se ha reportado 11884 ST
(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst campylobacter seqdef&page=downloadProfiles&sc
heme id=1). Adicionalmente, se propone que platea que la predominancia de secuencia tipo
puede cambiar en una determinada muestra con el tiempo, en el cual un ST determinado de
Campylobacter deja de colonizar el huésped y permite que un ST diferente predomine
(Griekspoor et al., 2015).

En muchos estudios realizados en diferentes partes del mundo se han descrito la
existencia de una gran variabilidad genética en Campylobacter: En E.E.U.U se ha descrito la
predominancia de los ST-137, ST-1233 y ST-7671 en aislamientos recuperados de nifios y
animales domésticos, predominando el complejo clonal (CC) ST-353 recuperadas de
aislamientos de nifios y de animales de compaiiia, y, el CC ST-607 predominé solo en cepas
recuperadas animales de compaifiia, mientras que el complejo clonal ST-354 fue identificado
en cepas recuperadas de aves de corral (Vasco et al., 2016). En Finlandia, los ST mas

frecuentemente reportados en aislamientos de Campylobacter recuperados de humanos
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fueron los ST ST-21, ST-45, ST-353 y ST-50 (Kovanen et al., 2014), los mismo que han sido
reportados en Lituania, en especial se destaca el ST-45 recuperadas de los mataderos (Llarena
et al., 2015). En Suecia los ST mas frecuentemente reportado a partir de aislamientos de
Campylobacter recuperados de humanos y aves fueron los ST-45, ST-50, ST48, ST-21 y ST-
677, (Griekspoor et al., 2015).

Estos estudios muestran también que se han identificado ST semejantes entre las
cepas de Campylobacter recuperadas de aves de corral, ganado porcino y ovino: En
Alemania, en un estudio realizado en 91 aislamientos recuperadas de aves de corral y
humanos, los ST mas frecuentes identificados fueron el ST-50 y ST-206; donde la gran
mayoria de los casos de gastroenteritis fueron por el consumo de carne de ave de corral
contaminado (Rosner et al., 2017). En Polonia, los CC mas frecuentemente reportados en
aislamientos de Campylobacter recuperados de humanos fueron los ST-21, ST-206 y ST-354
(Wieczorek et al., 2017). En Canad4, los CC mas frecuentemente reportados en aislamientos
de Campylobacter recuperados de carne de ave de corral fueron ST-21 y ST-45 (Oh et al.,
2015), descrito como responsable del proceso infeccioso gastrointestinal en humanos. En
Nueva Zelanda se ha identificado la predominancia de los ST el ST-45 y el ST-48, en
aislamientos recuperados del ganado vacuno y aves silvestres (French et al., 2009). Ademas,
en estudios realizados en E.E.U.U e Inglaterra se han descrito que los ST-8 y ST-50 estan
relacionados con el aborto en el ganado porcino y vacuno (Wu et al., 2014). En Suecia, los
ST identificados con mayor frecuencia en aislamientos recuperadas de cuervos fueron los ST-
1034, ST-1275, ST1287 y ST-1332 (Griekspoor et al., 2015). En Pert, se ha identificado el
ST 2993 en aislamientos recuperados de aves de corral y humanos con Sindrome de Guillain
Barré (Munayco et al., 2019)

En la actualidad muchas investigaciones resaltan que la aplicacion del

secuenciamiento de genoma completo (WGS), seria una herramienta util en la vigilancia
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genomica de enfermedades causadas por Campylobacter jejuni (Cody et al., 2013), asi mismo
permitird identificar mecanismos de patogenicidad, determinantes de resistencia a los
antimicrobianos cromosomicos y plasmidicos (Llarena et al., 2017), dado que existe escaza
informacion sobre las congruencia de los resultados de los estudios fenotipicos versus la
presencia de los genes asociados a resistencia. Sin embargo, se destaca la importancia del
WGS en la prediccion de los determinantes de la resistencia a los antimicrobianos (Zankari et
al., 2013). Ademas, se ha reportado que con el WGS es posible determinar in silico la
concentracion minima inhibitoria en bacterias Gran negativas (Nguyen et al., 2018).

Por lo tanto, se considera que la aplicacion del WGS puede solucionar de manera
rapida la identificacion de los mecanismos de resistencia, asi como la prediccion fenotipica
de la resistencia bacteriana con una elevada sensibilidad y especificidad (Zhao et al., 2015).
También se han descrito muchos estudios de WGS para evaluar y profundizar los resultados
del MALDI-TOFF (Lawton et al., 2018), a fin de conocer detalladamente el contenido
proteico de las bacterias (Clark et al., 2018). Ademas, se ha descrito que se han desarrollado

muchos estudios para comprender el cgMLST y wgMLST (Kovanen et al., 2014).

2.2.2 Sindrome de Guillain-Barré

Desde la disminucion de casos de poliomielitis en el mundo gracias a los sistemas de
vacunacion, el SGB se ha convertido en la causa mas comin de pardlisis flacida aguda
humana (Epps, 2013). El SGB es un trastorno autoinmune del sistema nervioso periférico
caracterizado por debilidad, generalmente simétrica, que evoluciona durante un periodo de
varios dias o mas (Adams et al., 1993). Las personas afectadas desarrollan rapidamente
debilidad de las extremidades, de los musculos respiratorios y pérdida de reflejos. La

enfermedad es autolimitada, y la fuerza muscular disminuye durante 2 a 3 semanas, seguida
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de una recuperacion parcial o completa que puede tomar incluso varios meses (Winner et al,,
1993).

El mecanismo por el cual el organismo infeccioso es capaz de desarrollar este
sindrome neurologico se debe a que produce una respuesta autoinmune (humoral y celular),
contra los lipooligosacaridos de Campylobacter que presentan cierta homologia con las
c€lulas neuronales. Si esta reaccion se da en la membrana celular (Schuwan), provoca una
reaccion cruzada., conllevando a una neuropatia desmielinizante inflamatoria aguda, y si la
reaccion se da en la membrana del axon, conduce a una forma axonal aguda (Cancino et al.,

2013).

2.2.2.1. Epidemiologia. El término epidemiologia estd referido a la ciencia que
estudia la aparicion constante de una enfermedad y sus causas en la poblacion, por esta razon,
su estudio incluye todos aquellos eventos relacionados directa o indirectamente con la salud
(Lopez et al. 2000); siendo asi es importante indicar que la infeccion por C. jejuni es comun
en los paises en vias desarrollo que en los paises desarrollados. En casi todos los casos
notificados, los varones se vieron mas afectados por el SGB que las mujeres (Tauxe et al.,
1992).

Aunque el conocimiento del vinculo entre la infeccion por C. jejuni y el SGB ha
mejorado rapidamente, no se ha medido el riesgo general de presentar SGB tras el
diagnostico de la infeccion por C. jejuni. Se notificd un caso de SGB después de un brote de
C. jejuni que involucrd aproximadamente 865 casos (Sacks et al., 1986).

Sin embargo, muchos casos incidentes de enteritis bacteriana no se diagnostican ni
notifican con precision, porque los pacientes con enteritis a menudo no buscan atencion
médica y el cultivo de heces no es una rutina en la investigacion de la gastroenteritis aguda

(Tauxe et al., 1992). Por ende, el riesgo real de presentar SGB luego de una infeccion por C.
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Jjejuni no es del todo clara debido muchas veces a la falta de datos; se espera que la tasa sea
mayor a la estimada en base a la carencia explicada anteriormente.

Varios estudios epidemioldgicos han establecido firmemente a C. jejuni como agente
desencadenante del SGB. Kuroki et al. (1993) aislaron C. jejuni del 30% de los pacientes con
SGB, mientras que Rees et al. (1995) tenia una tasa de aislamiento del 8%. En un estudio
prospectivo realizado, se identificaron el 2,5% y el 22,5% de los casos de SGB con
infecciones por C. jejuni mediante cultivo y PCR, respectivamente (Nyati et al., 2013). En
general, la tasa de aislamiento de C. jejuni de las heces de pacientes con SGB oscila entre el 8
y el 50% (Nachamkin et al., 1998). Esto conduce a la investigacion epidemiologica y, en
consecuencia, a la comprension de que C. jejuni ha surgido ahora como un problema de salud
importante con o sin casos de GBS en todo el mundo.

En el afio 2018, en Peri durante los meses de abril a junio, surgido un gran brote
nacional, con aproximadamente 170 casos reportados hasta el mes de agosto, siendo la
mayoria de los casos (77 casos) en el norte del pais (COEN, 2018). Cada afo, se notifica
aproximadamente 300 y 500 casos de SGB (Diaz et al, 2019). Munayco, en el 2019 describe
que durante los afios 2015 al 2017, se reportaron aproximadamente 214, 291 y 290 casos de
SGB, respectivamente Munayco et al. (2019).

En el afio 2019 hasta la semana (SE) 45, se ha notificado 1021 casos de pacientes con
SGB y hasta el SE 44 se ha reportado 28 fallecidos. El Instituto Nacional de Salud hast
diciembre del 2019 recibié 594 muestras de heces. Se detectd6 Campylobacter spp. en 53 (8,9
%) muestras fecales. Los cultivos fecales produjeron 17 (2,86%) aislamientos de
Campylobacter jejuni (Lior et al, 1984) y la PCR identifico 36 (6%) positivos como
Campylobacter ssp.. Las cepas aisladas presentaron un genotipo ST 2993 mediante la

tipificacion de MLST, se ha asociado con brotes de SGB en China (Zhang et al, 2010)
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En el 2020, hasta el SE 08 se notifico 263 casos de SGB, el 54.4 % fueron
sospechosos y el 45.6 % confirmados. El Instituto Nacional de Salud, hasta el mes de marzo,
recibid un total de 224, de los cuales, se detecto Campylobacter spp. en 37 (16.5 %) muestras
fecales Los cultivos fecales produjeron 06 (2,67 %) aislamientos de Campylobacter jejuni y

la PCR identificé 31 (13,9%) positivos de Campylobacter spp.

2.2.2.2. Variantes por criterio inmunolégico. Los glucoesfingolipidos son
glucolipidos constituidos por carbohidratos y lipidos (esfingolipidos y ceramidas
principalmente); uno o mas 4cidos sialicos (4cido N-acetilneuraminico, N-
acetilglicolilneuraminico) se encuentran en el carbohidrato son conocidos como gangliosidos.
(Yu et al., 2011). Se han determinado aproximadamente 188 tipos de estos glucolipidos que
cumplen una funcién importante en la estructura de la membrana celular de las células glias
del sistema nerviso (central y periférico); los cuales son los blancos de los anticuerpos anti-
gangliosidos desencadenando el Sindrome de Guillain-Barré (SGB). Los estudios realizados
por Yuki et al., (2012) determinaron variantes del SGB en base a las caracteristicas de los
gangliosidos que induce la formacion del anticuerpo; en base a la reaccion autoinmune y las

caracteristicas neurofisiologicas y neuropatoldgicas descritas (Yuki, 2012).

2.2.2.3. Diagnostico y criterios para definir el sindrome de Guillain barré. Las
valoraciones de Brighton son las que se deben emplear para el diagndstico del SGB, basadas
en base a casos Clinicos y hallazgos neurofisioldgicos, asi como la puncion lumbar, que
consisten en tres niveles de certeza diagnostica (1, 2 y 3. Esta valoracion de ha desarrollado
para uniformizar criterios de recopilacion de informacién sobre SGB. Cabe mencionar que
aunque esta valoracion se pueda aplicar en la clinica, esta se orienta principalmente para fines

epidemioldgicos, mas no para el tratamiento (Sejvar et al., 2011):
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L . Nivel de certeza diagnostica
Valoracion diagnostiva
1 2 3
Debilidad bilateral y flacida de las extremidades + + +/-
Reflejos tendinosos profundosdisminuidos o ausentes + + +/-
Curso monofasico y el tiempo entre la aparicion del nadir
de 12 h a 28 dias + + +/-
Celulas en LCR <50 + + +/-
Proteinas en LCR aumentadas + +/- +/-
Estudios de conduccion nervisosa alterados y con un subtipo de SGB + +/- +/-
Ausencia de diagndstico alternativo para la debilidad + + +

Fuente: (Palmezano, 2017)

2.2.2.4. Diagnostico diferencial. Para el diagndstico del SGB es muy importante
excluir ciertas patologias como: Diagnostico diferencial patolégico (Enfermedad de
motoneurona,  Polineuropatia, Trastornos de la transmision neuromuscula y Trastornos
musculares y metabolicos), Diagnostico diferencial neurofisiologico (Criterios para definir
neuropatia axonal y desmielinizante) y valoraciones en el diagndstico diferencial por LCR

(Ramos y Diaz, 2005)

2.2.2.5. Tratamiento. Debido al potencial de progresion rapida, todos los casos de
SGB progresivo deben ingresar en la unidad de cuidados intensivos para monitorear la
funcion respiratoria. El manejo de las funciones respiratorias incluye el control de las vias
respiratorias, la capacidad para toser y eliminar esputo, la evaluacion de la ventilacion
mecanica, la capacidad para comer y la presencia de sintomas y signos de hipoxia y/o
hipercapnia. (Pooja et al., 2003). La accion terapéutica incluye la plasmaferesis y el
suministro de inmunoglobulinas, los cuales han dado buenos resultados al ser empleados en
las primeras semanas de la enfermedad, aplicando como minimo cinco dosis de 400

mg/kg/dia entre las 2 primeras semanas.
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2.2.3 Salud Publica

La primera definicion de “salud publica”, nacié en Gran Bretafia a mitad del siglo
XIX, La salud publica es una disciplina que combina una amplia gama de ciencia y accioén
humana para contribuir a la mejora de la salud publica. Esta disciplina comenz6 a definirse
con el advenimiento de los primeros procesos industriales, que llevaron a que los grupos se
congregaran alrededor de las guaridas urbanas, lo que gener6 la necesidad de medidas para
garantizar la limpieza de los arroyos, el manejo de estiércol y desechos, vectores de
enfermedades, como mosquitos, roedores y ganado buscaron mecanismos que se
interrumpieran Cadena de transmision de enfermedades infecciosas.

A lo largo de los afos, se han ido incorporando paulatinamente otras disciplinas
relacionadas con la salud y el bienestar de la sociedad humana, como la prevencion de
emergencias y desastres, y el seguimiento de condiciones de salud cronicas, como las
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares y las enfermedades profesionales. Fue
durante la pandemia del colera en Londres en 1853 donde se resalta los beneficios de las
acciones conjuntas por los que propende la salud publica, a raiz de la observacion y andlisis
de la salud social, para formular respuestas sociales organizadas que luego se evaltian para
ver los resultados. El doctor John Snow en este evento importante de la historia contribuyo
con el cese de la epidemia. En década se fortalecio el movimiento sanitarista e Londres que
conllevo a la "Ley de Salud Publica" de 1848, considerado como la primera ley estructurada
de salud publica, permitiendo que los problemas de salud de la comunidad se relacionen con

los grandes problemas sociales. (Morales, 2019).

2.2.4. Impacto de la genomica bacteriana en la salud publica
Las enfermedades infecciosas han causado graves problemas de salud publica a lo largo

del tiempo. Los agentes infecciosos provocan grandes epidemias ocasionando la muerte de
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muchos seres humanos, como la gripe de la influenza ocurrido en 1918. Los trabajos de
Pasteur en Francia en el siglo XIX y de Koch en Alemania, fueron los cimientos cientificos
de la infectologia, asi como de la patogénesis de microorganismos, asi mismo, los avances en
inmunologia en este momento hicieron posible identificar las respuestas del huésped, asi
como el desarrollo de nuevas tecnologias modernas para la terapia de las enfermedades
(Meléndez, et al., 2009).

Otros hechos historicos en la investigacion cientifica que promovieron el progreso en la
infectologia surgieron de las investigaciones de Watson y Crick al publicar su trabajo en
1953, sobre la estructura del acido desoxirribonucleico (Pray, 2008). Este trabajo estimulo el
desarrollo de nuevas ramas de investigacion, como la Biologia Molecular y la Genética
Microbiana que contribuirian a grandes avances en la medicina en el futuro, como el hallazgo
de ciertos genes bacterianos y su capacidad para causar o inducir enfermedades en los
humanos, asi como de eventos genéticos que suceden a nivel bacteriano para el desarrollo de
la resistencia a los antibidticos (Meléndez, et al., 2009).

La biologia molecular en la década de los 80 fue un gran aliado en la infectologia. El
uso de métodos de diagndstico molecular contribuy6 en un diagnostico rapido y un adecuado
tratamiento en las enfermedades. Sin duda la metodologia mdas importante para el
diagnostico, es fue la reaccion en la cadena de la polimerasa (PCR). El uso de esta tecnologia
contribuyo a una rapida de deteccion de bacterias, virus y otros patdgenos dificil de cultivar
(Meléndez, et al., 2009).

Con el avance de la secuenciacion rapida del ADN publicado a finales del siglo XX por
Venter y su equipo en E.E. U.U, dio inicio la gendmica (Shampo, et al., 2011), un gran paso
importante, dado que se dio la oportunidad de conocer la expresion de genes en los

mecanismos de infeccion del patogeno.
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La gendmica se apoya en la protedmica, gendmica estructural, genomica funcional,
etc., quienes contribuirdn con los avances tecnoldgicos usados en la infectologia, lo cual
implica logros en la medicina humana, y que actualmente dependera de la gendmica
(Meléndez, et al., 2009).

Este gran salto de la genomica en el estudio de los agentes etioldgicos asociados a
enfermedades infecciosos en el ser humano muestran la importancia para fortalecer este
campo cientifico para abordar la patogénesis infecciosa. El incremento de la resistencia a los
antimicrobianos, emergencia y reemergencia de patdogenos de importancia en salud publica lo
cual incrementa el establecimiento de una vigilancia gendmica internacional para monitorear
agentes infecciosas importantes en salud publica. Promover la gendémica en la salud humana

es una necesidad imperativa en el mundo (CCIS, 2004).

2.3 Marco Filosoéfico

2.3.1 Salud publica y Campylobacter jejuni

La necesidad de profundizar en el impacto en la salud publica de C. jejuni aislados de
pacientes con SGB surge de la necesidad que tiene el investigador de conocer la relacion que
existe entre esta bacteria y el desencadenamiento de la enfermedad neuroldgica en un brote
ocurrido en el ano 2019 (Maguina, 2019), para lo cual es indispensable la utilizacion del
método cientifico que responda cada una de las interrogantes planteadas en la formulacion
del problema con resultados que demuestren el nexo entre bacteria-enfermedad al proponer
determinado planteamiento.

Por lo descrito anteriormente, para el desarrollo de esta investigacion con corte
cientifico, es indispensable el empleo de otros estudios realizados previamente que permitan

ayudar a comprender la conexion entre este microorganismo y la aparicion del cuadro
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neurologico en un grupo de pacientes durante el afio 2019, dando origen a una serie de ideas
que el investigador debe elegir para poder explicar dicha conexion sobre aquella conexion

que pretender demostrar.

2.3.2 Paradigma de las enfermedades infecciosas

El paradigma del origen de las enfermedades infecciosas, surgid tras el
descubrimiento del bacilo de la tuberculosis en 1880. Esta teoria afirma que los
microorganismos estan asociadas a muchas enfermedades. Su desarrollo dentro del hospedero
puede desencadenar una o varias enfermedades. "Microorganismos" se refiere a virus,
bacteria, protista, hongo y prion. A los microorganismos que desencadenan enfermedades se
le denomina patogenos y las enfermedades ocasionadas son denominadas enfermedades
infecciosas. Las enfermedades infecciosas por estos patogenos por lo general estan asociados
con factores intrinsecos y extrinsecos del hospedero, asi como la genética, nutricion, sistema
inmune, habitos higiénicos y medio ambiente. Este paradigma se fundamente en el postulado
de Koch, donde los patogenos deben estar presente toda vez que haya una enfermedad, y que
deberia estar ausente en otra enfermedad como un microorganismo fortuito y no patéogeno,
ademas este patdgeno pueda ser recuperado del hospedero a través de un cultivo donde podria
reproducirse invitro y pueda ser infectado a otro organismo donde poda causar nuevamente
la enfermedad (Urquia, 2019). En relacion a lo previamente explicado, el presente estudio se
enmarca dentro de un enfoque positivista, el cual es un método cuantitativo basado en el
conocimiento cientifico de cardcter racional, objetivo, observable, el cual puede ser
manipulado y verificado (Cuenya et al., 2010). El positivismo acepta el conocimiento
originado de la experiencia del investigador, basados en la verificaciéon y comprobacion para

ser aceptado por la ciencia. (Hernandez et al., 2010).
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2.3.3 Sindrome Guillain Barre

El sindrome de Guillain Barre data desde 1859, donde Landry describe las
caracteristicas de una paralisis ascendente sin amiotrofia; Sin embargo Guillain Barré y
Strohl en 1916 describieron un cuadro clinico en base a una polirradiculoneuritis
acompafiada de un desorden albuminocitologica en el examen de LCR. Durante dos décadas
siguientes se reportaron aproximadamente mas de 30 casos, En 1936, Guillain publicé en un
articulo cientifico 10 de estos casos; a partir de ese momento, esta patologia fue conocido
como Sindrome de Guillain Barré (Monroy et al., 2005).

La historia del SGB se puede describir en 3 etapas: 1) Cuando se piensa que el dafio del
nervio periférico estd relacionado con pardlisis flacida aguda (1843-1926). 2) Cuando se
discute todas las posibilidades del diagnostico del SGB (1916 — 1969). 3) Cuando nace se
inician los estudios para identificar el agente etioldgico de la patologia, considerandose una

patologia autoinmune (Ramos et al., 2005).
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II1. Método

3.1 Tipo de investigacion

La investigacion de este estudio fue de tipo descriptivo transversal, no experimental,
orientado a resolver problemas, con impacto en la salud publica, se utiliz6 las herramientas de
epidemiologia molecular para determinar si los aislados de C. jejuni aislados de pacientes
con SGB cumplen con las caracteristicas gendomicas de inducir esta enfermedad. Registro de
casos de SGB notificados por semana epidemioldgica del 2018 a 2020 en Peru recopilados
por el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades (CDC
MINSA, 2021) de Pert. se trazo utilizando el software Prism (GraphPad) para evaluar la

distribucién de casos a lo largo de este periodo de tiempo

3.2 Poblacion y muestra
3.2.1 Poblacion
Constituido por cepas de Campylobacter jejuni aisladas de pacientes con sindrome de

Guillain Barre y aves de corral, durante el afio 2019 hasta marzo del 2020.

3.2.2 Muestra

Se incluyeron 26 cepas de Campylobacter jejuni: 20 Cepas de C. jejuni aisladas de
pacientes con Sindrome de Guillan-Barré¢ (SGB), y seis (06) cepas de C. jejuni aislados de
aves de corral constituye el 100% de la poblacion. Adicionalmente, para el andlisis se
incluyeron 4 genomas de C. jejuni recuperados en el Hospital Nacional Cayetano Heredia del
mismo brote pero de otro estudio (Ramos et al., 2021), asi como 5 genomas recuperados en
Loreto de nifos sintomaticos no relacionados con GSB (Pascoe et al ., 2020) y 03 genomas
de origen Chino (Zhang et al. 2010). Todas estas cepas fueron reconfirmados como ST-2993

por MLST., también se incluyeron 74 genomas de C. jejuni aisladas de pacientes con
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enfermedades diarreicas agudas (EDA) en el marco de la vigilancia laboratorial del
Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatogenos (LRNE) del Instituto Nacional de
Salud (INS) durante el 2010 al 2020. Estos genomas adicionales fueron utilizados solo como
referencia en el andlisis, a fin de comparar si el genoma de nuestras cepas tienen una
similitud con los genomas aisladas de pacientes con EDA o con aquellas que si han sido

reportadas como causantes del SGB.

3.2.3 Marco muestral
Fue constituido por los registros de resultados del cultivo y tipificacion, susceptibilidad
antimicrobiana y registro de cepario de C. jejuni aislados de pacientes con SGB que

ingresaron al LRNE/INS durante el periodo de estudio.

3.2.4 Muestreo
El muestreo fue no probabilistico por conveniencia, por lo que se incluyeron las 26

cepas de C. jejuni recuperadas en este brote.

3.2.5 Criterios de inclusion
En este estudio se incluyeron todas las cepas de C. jejuni recuperadas de pacientes con

el SGB, y las cepas de C. jejuni aisladas de aves de corral durante el periodo de estudio.

3.2.6 Criterios de exclusion
En este estudio no se incluyeron las cepas C. jejuni que no fueron aisladas de pacientes con el

SGB, ni las cepas de C. jejuni de aves de corral aisladas fuera del periodo de estudio.
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. . . r Definicion . Tipo de Escalade  Dimensiones/
Variables Dimension . Indicador . . s . Instrumento
operacional variable Medicion Categorias
Susceptibilidad Sensible
g;rt;;;tllocgai?er Categorica Ordinal Intermedio
Resistencia de un Jejuni Resistente
Resistencia a los microorganismo a i
timicrobi un antibidtico al que Concentracion
antmicrobianos originalmente fue minima Inhibitoria <012 |
sensible de Ciprofloxacina, Numérica Continua N 1 )3 M %/::111 )
Acido nalidixico, HE
Eritromicina
Tetraciclina
Presencia de genes
Genes responsables responsables dela Presencia
Genes de de la resistencia resistencia a los
resistencia antibistica del antimicrobisnos en Categorica Nominal
antimicrobiana Atoeno las cepas de
patog Campylobacter Ausencia
Jejuni
Presencia de genes ]
Campylobacter Genes responsables responsables de la Presencia
Jeuni Genes de Fespons virulencia en las - .
virulencia de la virulencia del cepas de Categorica Nominal
patdgeno A :
Campylobacter usencia '
Jejuni Ficha de
Presencia de genes recoleccion
Lipooligosacaridos ' .P onsables de Presencia de datos
Genes LOS POOTLE mimetismo
. que inducen los - .
similares a autoanticuernos molecular en las Categorica Nominal
gangliosidos contra el G]gpS cepas de A .
Campylobacter usencia
Jejuni
L i Variacion de los
Variacion genética enes
Diversidad dentro y entre & . . Secuencia
i ; conservados (asp, Numérica Continua .
genética poblaciones de una A, oltd. oA tipos
determinada especie i, A SV4
pgm, uncA y tkt)
Semejanzas y Relacion gendmica )
Genoma diferencias entre la  de las cepas de Categérica  Nominal Semejante
comparativa comparacion de Campylobacter .
P P —ampy Diferente
genomas Jejuni
Efecto del estudio . . Positivo
Salud publica Impacto . Impacto Categorica  Nominal
en la poblacion Negativo
Edad Numérica Continua 18 a 100 afios
Sindrome Caracteristicas Caracteristicas de Masculino
Guillain Barré socio- la poblacion de Genero Categorica  Nominal Femenino
demograficas: estudio
Procedencia Categérica  Nominal Politémica
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3.4 Instrumentos
—  Registros de resultados de Campylobacter del Laboratorio de Referencia Nacional de

Enteropatdgenos del Instituto Nacional de Salud, este instrumentos no requiere
validacion por la naturaleza institucional.
—  Instrumentos elaborados por el autor:

1. Instrumento N° 1: condiciones de reaccion en cadena de la polimerasa para la
deteccion de genes responsables de la virulencia, resistencia antimicrobiana y
presencia de lipolisacaridos de Campylobacter jejuni, el cual ha sido validado
por 4 expertos en el area Instrumento (Anexo 4).

2. N° 2: Ficha de recoleccion de datos de las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de Campylobacter jejuni, el cual ha sido validado por 4 expertos en
el area (Anexo 4).

Validez y confiabilidad

3.4.1. Validez y confiabilidad
Instrumentos fueron sometidos a nivel de confiabilidad obteniendo el 90% en el
primer instrumento y 91.5 en el segundo instrumento; con lo que se permitid recoger la

totalidad de la informacion para el analisis correspondiente.

3.5 Procedimientos
Para determinar las caracteristicas moleculares de Campylobacter jejuni aislados de
pacientes con SGB y de aves de corral, y determinar su relacion con el Sindrome de Guillain

Barre se aplicaron las siguientes metodologias:
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3.5.1 Método de difusion en disco
Se determind la susceptibilidad a los antimicrobianos mediante el método de difusion
en disco bajo las indicaciones del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio "Métodos
para la dilucién de antimicrobianos y pruebas de susceptibilidad de disco de bacterias
aisladas o fastidiosas con poca frecuencia. M45, 3rd ed” (CLSI 2015). Los antimicrobianos
que se utilizaron fueron: Ciprofloxacina (5 pg), Eritromicina (15 pg), Tetraciclina (30 pg)
acido nalidixico (30 pg), Las concentraciones criticas empleadas para definir las categorias de
sensibilidad se interpretaron segun el CLSI (Tabla 4). Se utilizdo la cepa ATCC 25922
(Escherichia coli) y ATCC 33560 (Campylobacter jejuni) como controles de calidad del
método. Los aislados fueron cultivados en Agar Mueller Hinton (BD BBL™, USA) con 5%
de sangre de carnero desfibrinada e incubada a 42°C en condiciones de microanaerobiosis
(85% de Nitrogeno, 10% de dioxido de carbono y 5% de oxigeno) durante 24 horas.

Punto de corte de los antibioticos para la interpretacion de la susceptibilidad antimicrobiana

Zona de diametro para criterio de interpretacion

Antibiéticos Sensible Intermedio Resistente
Ciprofloxacina (CIP) >24 21-23 <20
Eritromicina (ERT) >16 13-15 <12
Tetraciclina (TE) >26 23-25 <22
Acido nalidixico >19 14-18 <13

3.5.2 Método de E-test

Se determino la susceptibilidad antimicrobiana en diferentes rangos de concentracion:
Ciprofloxacina (0.002-32 pg/mL), acido nalidixico (0.0016-256 pg/mL), Tetraciclina (0.0016
- 256 pg/mL) y eritromicina (0.0016-256 ng/mL) en 27 cepas de Campylobacter jejuni
mediante el método E-test. Las concentraciones minimas inhibitorias (MIC), se interpretaron
utilizando el punto de corte del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI-2015) :
eritromicina (R> 32pg/ml), ciprofloxacina (R>4 pg/ml) y tetraciclina (R>16 pg/ml). El punto

de corte para el acido nalidixico (>32pg / mL) se establecio segiin The National
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Antimicrobial Resistance Monitoring System for Enteric Bacteria (CDC, 2015), (Tabla 5). Se
utilizo la cepa ATCC 25922 (Escherichia coli) y ATCC 33560 (Campylobacter jejuni) como
controles de calidad del método. Los aislados fueron cultivados en Agar Mueller Hinton (BD
BBL™, USA) con 5% de sangre de carnero desfibrinada e incubada a 42°C en condiciones
de microanaerobiosis (85% de Nitrogeno, 10% de didxido de carbono y 5% de oxigeno)
durante 24 horas.

Punto de corte del MIC para la interpretacion de la susceptibilidad antimicrobiana:

Zona de diametro para criterio de interpretacion

Test de tiras MIC Sensible Intermedio Resistente
Eritromicina (ERT) <8 16 >32
Ciprofloxacina (CIP) <1 2 >4
Tetraciclina (TE) <4 8 > 16
Acido nalidixico <16 - >32

3.5.3 Extraccion de ADN para los ensayos de PCR

La extraccion del ADN se realiz6 de un cultivo puro de 24 horas de Campylobacter
jejuni. El procedimiento de extraccion se realizd6 de acuerdo al protocolo del Kit de
extraccion PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). La cuantificaciéon del ADN se

realizo en el equipo Qubit 3.0.

3.5.4 Identificacion molecular de Campylobacter jejuni

La reaccion de PCR especifica para la deteccion de C. jejuni 'y C. coli se realizd con
oligonucledtidos especificas basadas en el gen gly4 (serinahidroximetiltransferasa). El
procedimiento de amplificacion del ADN se realizé bajo las indicaciones del protocolo de la
enzima Taq DNA Polimerasa (Invitrogen®). Las secuencias de los primers para para C. coli
(Col 1y Col 2) y C. jejuni (Jun 3 y Jun 4), asi como las reacciones de PCR se realizaron bajo

las condiciones que cada autor describe tal como se describe en el Anexol.
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3.5.5 Mecanismos moleculares de resistencia antimicrobiana de Campylobacter jejuni.
Para determinar los genes de resistencia a la Tetraciclina; se utilizaron los primer
DMT1 y DMT2 para la deteccion gen tet O (proteina de proteccion ribosoémica). Asimismo
se utilizaron dos juegos de primer Tet (A)-F/Tet(A)-R y tet-A-1/ tet-A-2 para la deteccion
del gen tetd (proteinas de eflujo). la resistencia a las Quinolonas y macrdlidos se
amplificaron regiones de los genes de gyrd y 23SARNr para determinar la presencia de
mutaciones asociados a resistencia. El procedimiento de amplificacion del ADN se realizo
segln las recomendaciones del protocolo de la enzima Taq DNA Polimerasa (Invitrogen®).
Las secuencias de los primers y las reacciones de PCR se realizaron bajo las condiciones que

cada autor describe tal como se describe en el Anexol.

3.5.6 Mutaciones en los genes gyrA y 23s rRNA de Campylobacter jejuni

Los productos de amplificacion de PCR de los genes gyrd y 23SARNr se
secuenciaron por la metodologia Sanger y las secuencias se analizaron para determinar
mutaciones puntuales C257T en el gen de la ADN girasa A (gyrA4) asociada a la resistencia de
quinolonas y la mutacién A2075G en el gen del ARNr 23S, asociada a la resistencia a los
macrolidos. El procedimiento de amplificacion del ADN se realizd de acuerdo las
indicaciones del protocolo de la enzima Taqg DNA Polimerasa (Invitrogen®). Las secuencias
de los primers y las reacciones de PCR se realizaron bajo las condiciones que cada autor

describe tal como se describe en el Anexol.

3.5.7 Caracterizacion de los genes asociados a los factores de virulencia
La virulencia se determind en todos los aislamientos mediante analisis de PCR para
determinar la presencia de los siguientes genes relacionados a la adherencia y colonizacion

(cad F, rac R, fla A, dnaJ), Invasion (ciaB, pdIA, virB1I), Produccion de toxinas CDT
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(cdtA, cdtB, cdtC ), Mimetismo LPS (wlaN) (Konkel et al., 1999, Datta et al., 2003, Hickey
et al., 2000, Linton et al., 2000). El procedimiento de amplificacion del ADN se realizd
segun las recomendaciones del protocolo de la enzima Taq DNA Polimerasa (Invitrogen®).
Las secuencias de los primers y las reacciones de PCR se realizaron bajo las condiciones que

cada autor describe tal como se describe en el Anexol.

3.5.8 Electroforesis en geles de agarosa

Todos los productos obtenidos tras la amplificacion de la PCR de cada uno de los
genes en este estudio se analizaron mediante electroforesis, utilizando geles de agarosa al
1.5% (p / v) en buffer T.A.E. 1X (Tris-Acetato EDTA) que contenia 5 pL de SafeView
(abm®) por cada 100 mL de buffer. Los productos amplificados fueron visualizados con un

transiluminador UV. SE incluyeron controles (positivo y negativo) en cada reaccion de PCR.

3.5.9 Preparacion de librerias y Secuenciamiento Genomico

La extraccion y purificacion del ADN se realizo utilizando cultivos frescos y el kit
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion y pureza del ADN se evaluaron mediante un espectrofotometro (Denovix, EE.
uu.).

Posteriormente, estos se cuantificaron en un fluorometro Qubit 3.0 (Invitrogen,
Malasia). La secuenciacion de la s librerias se realizo con el kit de preparacion de bibliotecas
Nextera XT (Illumina, Inc., Estados Unidos) y la secuenciacion gendmica con el
secuenciador de proxima generacion MiSeq (Illumina, Inc., Estados Unidos),con la finalidad
de obtener secuencias de calidad que cubra alrededor del 99% del genoma total de cada una
de las cepas incluidas en el estudio. La secuenciacion se realizo en el Instituto Nacional de

Salud, el protocolo de secuenciamiento se realizé como lo describe Timme et al. (2013).
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Para el desarrollo de la investigacion se realizé las coordinaciones administrativas en
el Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatégenos del Centro Nacional de Salud

Publica del Instituto Nacional de Salud.

3.6 Analisis de datos genomicos

La calidad de las secuencias se evalu6 mediante FastQC v0.11.5. Los adaptadores de
baja calidad y las bases nitrogenadas se eliminaron utilizando Trimmomatic v0.38 (Bolger et
al., 2014). Las secuencias se ensamblaron de novo utilizando el AS-miseq pipeline
v20160825-22 (Coil et al., 2015). La identificacion de género y deteccion de posibles contigs
contaminados se realizdé con Kraken v1.0 (Wood y Salzberg, 2014). Los genotipos de las
cepas se determinaron utilizando el programa MLST v2.11 (Page et al., 2017) de acuerdo con

el siguiente esquema: aspA, glnA, gltA, glyA, pgm, tkt y uncA.

3.6.1 Analisis filogenético

La alineacion del genoma central se realizé con HarvestTools (Treangen et al., 2014)
y los SNP se exportaron para su analisis posterior. La filogenia se realizé mediante el método
de Maxima Verosimilitud utilizando RaxML v8.0 (Stamatakis, 2014), aplicando el modelo
GTR + G y 1000 de bootstrap. La eliminacion de las regiones recombinantes se realizo
utilizando ClonalFrameML v1.11-3-g4f13f23 (Didelot y Wilson, 2015). Se utiliz6 la

herramienta en linea Microreact (Argimoén et al., 2016) para visualizar los resultados.

3.6.2 Factores de virulencia de C. jejuni relacionados con SGB

La herramienta BLAST (Altschul et al., 1990) se utilizd para buscar genes ubicados
dentro del locus LOS, como la beta-1,4-N-acetilgalactosaminiltransferasa ( cgtA ), una lpha-

2,3 sialiltransferasa ( cstll ) y N-acetil sintetasa de 4cido neuraminico ( neuB y neuC ). La
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prediccion de las secuencias de codificacion para cada biblioteca se realizd utilizando
Prodigal v2.6.3 (Hyatt et al., 2010). Se identificaron genes homoélogos de secuencias a partir
de un genoma de referencia, con un algoritmo BLAST con> 90% de identidad y cobertura>
60% de alineacion con la referencia. Por otro lado, los genes de resistencia se detectaron
utilizando la base de datos CARD TABLE (Alcock et al., 2020). Todas las secuencias

obtenidas durante este estudio se han depositado en la base de datos de GenBank.

3.6.3 Mecanismos de RAM de C. jejuni relacionados con SGB

Se empled la base de datos CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance
Database) para detectar los genes de resistencia antimicrobiana. Por otro lado, los genes de
virulencia se detectaron empleando un multifasta que incluya todos los genes considerados en
la PCR realizada previamente y otros genes de virulencia importantes para C. jejuni. Se
predijo las secuencias codificantes para cada libreria mediante el programa Prodigal, las
secuencias de los genes homologos se identificaron de los genes del genoma de referencia,

con el BLAST con >90% de identidad y una cobertura >60% de alineamiento a la referencia.

3.6.4 Anadlisis de Genoma Comparativa

Para el analisis de gendmica comparativa de C. jejuni ST2993 se utilizé el programa
Anvi'o v1.2.2 (Eren et al., 2021). Se uso6 el guién Anvi-GEN-contigs-base de datos para crear
la base de datos de matriz a trabajar. Posteriormente, el anvi-gen-contigs-database script fue
ejecutado para llevar a cabo la anotacion de los genomas, y finalmente el anvi-pan-genome
script fue usado para llevar a cabo la reconstruccion pangenoma. Los resultados se
visualizaron mediante el anvi-display-pan script. Genes accesorios de cada grupo observado

obtenido a partir de este andlisis se evaluaron usando BLAST. Para evaluar las diferencias
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mas importantes entre los genomas, las regiones de alineacion se extrajeron y se compararon

mediante Easyfig (Sullivan et al., 2011).

3.6.5 Anadlisis de los patrones de resistencia antimicrobiana y factores de virulencia

Se prepard una base de datos en Excel, donde se recopil6 la informacién de las cepas
de C. jejuni asociadas a SGB; Biotipificacion de las cepas de Campylobacter, Susceptibilidad
antimicrobiana (difusion por disco y E-test), tipificacion molecular de C. jejuni y los
secuenciamiento de genoma completo de cada cepa (marcadores de virulencia y resistencia a
los antimicrobianos). Las cuales se representaran en tablas y graficas. Mediante el
WHONET (Word Health Organization Net Version 5.6), se analizaron la susceptibilidad a los
antimicrobianos, los cuales se representaron en tablas y graficas en el programa Excel.
Finalmente, el programa Bionumerics 7.6 permiti6 describir los resultados (patrones
epidemiologicos, factores de virulencia, patrones de resistencia a la antimicrobiana

variabilidad genética) del Secuenciamiento de genoma completo mediante tablas y graficos

3.7 Consideraciones Eticas

En primera instancia, la presente investigacion ha salvaguardado la propiedad
intelectual de cada autor citado, respecto a las teorias y conocimientos obtenidos de cada uno
de ellos, citandolos apropiadamente y precisando las fuentes bibliograficas en donde se
encuentra dicha informacion. En segundo lugar, con respecto a la reserva de informacion, se
considerd tener las autorizaciones para la publicacion de este trabajo al ser finalizado. En
tercer lugar, la metodologia que se desarrolld e implementd en el presente trabajo de
propiedad intelectual del autor del presente estudio. Por ultimo, se mantuvo en reserva la
identidad de las personas involucradas en el presente estudio como parte del objeto de
investigacion (Diaz, 2018), en particular aquellas de las que se recuperaron los

microorganismos analizados y que pertenecen al pool de cepas del Laboratorio de Referencia
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Nacional de Enteropatégenos del Centro Nacional de Salud Publica del Instituto Nacional de
Salud. En concordancia con lo manifestado previamente, los ensayos clinicos que se

involucran en este estudio se ceniran a lo mencionado en la Declaracién de Helsinki.

3.8 Responsabilidad social

El analisis de epidemiologia molecular de Campylobacter jejuni permitié determinar
la presencia de genotipos de Campylobacter jejuni ST2993 asociados al sindrome de Guillain
Barré que circulan en nuestro pais, esta informacion cientifica permitird fortalecer la
vigilancia nacional de Campylobacter jejuni, asi como establecer programas de prevencion
basadas en el control de todo el proceso de la cadena alimentaria (produccion, elaboracion,
manufactura) e industrializacion de los alimentos tanto comercialmente como en los hogares.

Por consiguiente la vigilancia nacional de Campylobacter jejuni en el Peru contribuira
el manejo adecuado en el control y tratamiento de campylobacteriosis, dado que un
inadecuado tratamiento contribuirda en la generacion de microorganismos resistentes a los
antibioticos.

La Estrategia de la OMS define como uso adecuado de los antimicrobianos, al uso
adecuado de los antibidticos con el que obtiene el mayor efecto terapéutico minimizando la
de toxicidad y el desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos. Adicionalmente en el caso
de los antibidticos, es que el tratamiento individual puede repercutir en la sociedad, como
resultado de la presion selectiva de los antibioticos (WHO, 2001).

La OMS, mencion que el uso inadecuado o irracional de antibidticos en humanos, ¢
incluso en animales, es una de las razones importantes en la resistencia de las bacterias a a los
antimicrobianos a los que antes eran sensibles, convirtiéndose en una amenaza para la salud
publica mundial, por lo que la OMS predice que para el 2050 la principal causa de muerte en

el mundo serd la resistencia a los antimicrobianos (Vanegas y cols., 2020).
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IV. Resultados

Figura 1

Numero de casos de Sindrome de Guillain Barré en Peru durante el 2018 al 2020
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de resultados:

El nimero total de casos de SGB graficados muestra que el niumero de casos
notificados de 2019 a 2020 fue superior a los casos de 2018. El pico méximo de casos en
2018 se detectd en la 18a semana epidemioldgica (n = 19), mientras que el méximo pico de
casos en 2019 y 2020 se detectaron en el 23°(n = 305) y 7°(n = 109) semanas
epidemiologicas, respectivamente. Ademas, 11 y 6 semanas epidemioldgicas de 2019 y 2020

respectivamente, reportaron mas casos que el pico maximo de 2018.

52
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Tabla 1
Procedencia de las cepas de Campylobacter jejuni aislados de humanos y aves de corral

(n=26)

Origen Procedencia n %
Cajamarca 1 3.8%
Callao 1 3.8%
Junin 5 19.2%
Humanos )
La Libertad 2 7.7%
Lima 7 26.9%
Piura 4 15.4%
Aves Junin 6 23.1%
Total 26 100%

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2
Procedencia de las cepas de Campylobacter jejuni aislados de humanos y aves de corral

(n=26)
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de resultados:

Del total de cepas de Campylobacter jejuni (n=26) recuperadas: 20 correspondieron a
cepas aisladas de pacientes con SGB, las cuales procedieron de: Cajamarca (3.8%), Callao
(3.8%), Junin (19.2%), La libertad (7.7%), Lima (26.9%), Piura (15.4%), y 06

correspondieron a cepas aisladas de aves de corral procedentes de la region Junin.
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Tabla 2

Rango de edad de los pacientes con SGB de donde se recuperaron las cepas de
Campylobacter jejuni (n=20)

Edades n %
1-10 1 5.3%
11-20 7 36.8%
21-30 4 15.8%
31-40 2 10.5%
41-50 2 10.5%
51-60 3 15.8%
>61 1 5.3%
Total 20 100%

Fuente: Elaboracion propia
Figura 3

Rango de edad de los pacientes con SGB de donde se recuperaron las cepas de

Campylobacter jejuni (n=20)
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de resultados:

El rango de edades de los pacientes con SGB (n=20) de donde se recuperaron las cepas
de Campylobacter jejuni fueron: 1-10 afios (5.3%), 11-20 afios (36.8), 21-30 afios (15.8%),
31-40 afios (10.5%), 41-50 anios (10.5%), 51-60 afios (15.8%) y mayor a 61 afios (5.3%). Por
lo que la mayor poblacion de pacientes con SGB estaban constituidos por pacientes entre 11 a

20 afios de edad,
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Tabla 3

Genero de los pacientes con SGB de donde se recuperaron las cepas de Campylobacter
Jjejuni (n=20)

Genero n %
Masculino 12 60.0%
Femenino 8 60.0%

Total 20 100%

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4
Genero de los pacientes con SGB de donde se recuperaron las cepas de Campylobacter

Jjejuni (n=20)
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de resultados:

El género de los pacientes con SGB (n=20) de donde se recuperaron las cepas de
Campylobacter jejuni fueron: el 60% hombres y el 40% mujeres. Por lo que la mayor
poblacion de pacientes con SGB de los cuales se recuperaron cepas de Campylobacter jejuni

fueron del sexo Masculino.
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Susceptibilidad antibiotica de Campylobacter jejuni (n=26)
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Susceptibilidad antimicrobiana

Antibidticos Sensible Intermedia Resistente Total
n % n % n % n %
Ciprofloxaxina 0 0% 0 0% 26 100% 26 100%
Eritromicina 26 100% 0 0% 0 0% 26 100%
Tetraciclina 26 100% 0 0% 0 0% 26 100%
Acido nalidixico 0 0% 0 0% 26 100% 26 100%
Fuente: Elaboracion propia
Figura 5.
Susceptibilidad antibiotica de Campylobacter jejuni (n=26)
100% 100% 100% 100%
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de resultados:

La susceptibilidad antibidtica del 100% (26) de cepas de Campylobacter jejuni

obtenido fueron las siguientes: El 100% de cepas fueron resistentes a Ciprofloxacinay acido

nalidixico mientras que el 100% de cepas de Campylobacter jejuni estudiadas fueron

sensibles a Eritromicina y Tetraciclina. Ninguna cepa presento sensibilidad intermedia. Lo

cual significa que el 100% cepas de Campylobacter jejuni han generado resistencia

antibidtica a las Quinolonas. Por lo que se sugiere, si se amerita, la Eritromicina y

Tetraciclina, pueden ser una opcion de tratamiento en esta poblacion de cepas.
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Tabla 5

Concentracion minima Inhibitoria de Ciprofloxacina, Acido nalidixico, Eritromicina Tetraciclina (n=26)

MIC, pg/ml
Especie ATB Resistencia (%)
Punto de Rango <0025 0125 025 05 1 2 4 8 16 R 64 128 >128
corte
. 20 6

> _

Clp 100 >4 0.03-32 (77%) (23%)

15 7 4

> -

Nal 100 >32 0.03-256 58%) (@1%) (15%)

Campylobacter jejuni

Tet 0 >16 0.03-256 4 19 3
= 15%) (73%) (12%)

Eri 0 >32 0.03-256 7 12 4 3

27%) (46%) (15%) (12%)

La sombra gris indica el punto de corte para la resistencia antimicrobiana. . Ciprofloxacina (Cip), Acido nalidixico (Nal), Tetraciclina (Te), Eritromicina (Eri)
Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de resultados:

La concentracion minima inhibitoria de los cuatros antibidticos ensayados en el 100% (26) de cepas de Campylobacter jejuni fueron las
siguientes: En la Ciprofloxacina (la MIC fue 32 pg/ml en el 82% y >128 pg/ml en el 18% de cepas) y el acido nalidixico (la MIC fue 32 pg/ml en
el 52%, 64 pg/ml en el 33%, y >128 pg/ml en el 15% de cepas) la resistencia fue del 100%. En la tetraciclina (la MIC fue <0.125 pg/ml en el
15%, 0.125 pg/mlenel 73% y 0.25 pg/ml en el 12%) y la Eritromicina (la MIC fue 0.125 pg/ml en el 27%, 0.25 pg/ml en el 46%, 0.5 pg/ml en
el 15% y 1 pg/ml en el 12%) la sensibilidad fue del 100%. Lo cual significa que el 100% de cepas de Campaylobacter jejuni analizadas en este
estudio son sensibles a la Eritromicina y a la Tetraciclina, mientras que todas las cepas son resistentes a las Quinoldnas, por lo que se sugiere que

la Eritromicina y la Tetraciclina son opciones de tratamiento con antibidtico en esta poblacion de cepas de Campylobacter jejuni.
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Figura 6
Presencia de genes responsables de la resistencia antibiotica en las cepas de Campylobacter jejuni (n=26).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de resultados:

En las 26 (100%) cepas de Campylobacter jejuni estudiadas mediante pruebas moleculares se determind que los genes del operon CmeABC
estaban presentes en el 85% de cepas. No se encontro la presencia de los genes de resistencia a la Tetraciclina (zetO y tetd), Macrdlidos (ermB,
Mef(En2), Betalactamicos (OXA-61 y OXA-181), Aminoglucosidos (APH(2")-Ila, AAC(6')-Im, APH(3')-1lla) ni a Lincozamidas (LsaFE). Lo que

significa que los genes del Operon CemABC contribuye a la resistencia de las Quinolonas en el 85% de cepas de Campylobacter jejuni.
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Figura 7
Presencia de mutaciones puntuales en genes responsables de la resistencia antibiotica en las

cepas de Campylobacter jejuni (n=26).
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Fuente: Elaboracién propia
Interpretacion de resultados:

El andlisis del gen gyr4d en el 100% (n=26) de cepas de Campylobacter jejuni
estudiadas mediante pruebas moleculares, determiné que todas las cepas presentaron la
mutacion Thr86lle en el gen gyr4A. No se encontr6 evidencia de la mutacion A2075G en el
gen ARNr 23S en todas las cepas analizadas. Lo que significa que la mutacion puntual
Thr86lle en el gen gyr4 es el mecanismo responsable de la resistencia a las Quinolonas. La
ausencia de los de la mutacidon A2075G en el gen ARNr 23S determinan la sensibilidad

antibiotica de la Eritromicina.



Figura 8

Presencia de genes responsables de la virulencia en las cepas de Campylobacter jejuni (n=26).
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Interpretacion de resultados:

En las 26 (100%) cepas de Campylobacter jejuni estudiadas mediante la PCR se determind que: los genes responsables de la adherencia y

colonizacion (cadF, racR, flaA) estaban presentes en el 100% de cepas, los genes responsables de invasion (ciaB, pldA, virB11) estaban presentes

en el 100% de cepas al igual que los genes responsables de la produccion de toxinas CDT (cdtA, cdtB, cdtC) estaban presentes en el 100% de

cepas de Campylobacter jejuni. Lo que significa que la virulencia del total de cepas Campylobacter jejuni estan mediadas por los genes de

adherencia, colonizacion, invasion y produccion de toxinas presentes.
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Figura 9

Presencia de genes responsables de mimetismo molecular en las cepas de Campylobacter jejuni (n=27).
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Interpretacion de resultados:

De las 26 (100%) cepas de Campylobacter jejuni recuperadas, se incluy6 solo 21 cepas para el andlisis genémico para determinar la
presencia de genes responsables de la biosintesis de oligosacaridos (LOS), se determind la presencia de los genes waaC, htrB, Glyl, cgtd, Gly2,
cstll, neuB, neuC, Acyl, CatB, Gly3, Gly4 en el 100% de cepas analizadas , lo cual significa estas cepas presentan genes que participan en la

biosintesis de LOS responsables del mimetismo molecular de Campylobacter jejuni.
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Filogenia de Campylobacter jejuni: Diversidad genética de Campylobacter jejuni relacionados al

sindrome de Guillain-Barre y otras relacionadas a enfermedades gastrointestinales.

Figura 10
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Interpretacion de resultados

Para el andlisis filogenético de Campylobacter jejuni se incluyeron: 21 cepas aisladas de

pacientes con SGB, 74 cepas aislados de pacientes con EDAS

04 cepas ST2993 aislados en

2

el Hospital Nacional Cayetano Heredia (HNCH), 05 cepas ST2993 aislados en la Amazonia

Peruana y 03 cepas ST2993 de origen Chino: La filogenia de las cepas de Campylobacter
Jjejuni revelo la presencia de 31 secuencia tipos (ST) y 12 Complejos clonales (CC) definidos,

siendo ampliamente diversos. El patron de determinantes de virulencia y/o resistencia estan

ligados a determinados STs, aunque con algunas excepciones tales como el clado formado por

el ST 862 y el 2993.
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Figura 11

Arbol filogenético de Campylobacter jejuni asociado al SGB: I. El Arbol de expansién
minimo del genoma completo de C. jejuni ST-2993. B. Filogenomica de C. jejuni ST-2993
peruana de muestras humanas y de pollo utilizando el genoma central.
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Fuente: Elaboracion propia
Los niimeros sobre las lineas infiere las distancias gendmicas, (A) Cepas de la amazonia, (B) Cepas SGB peruanas, (C) Cepas SGB chinas.

Interpretacion de resultados:

La alineacion genomica de las 21 cepas de Campylobacter jejuni recuperadas de
pacientes con SGB mediante harvestools, tomando como referencia la cepa china
ICDCCJ07001, presentdo 2336 SNP dentro de bloques localmente colineales de mas de 1,5
Mb. La relacion de todos los aislamientos que usaron MST determind una gran distancia entre
las cepas chinas y peruanas, pero mostrd una fuerte conexion entre las cepas clinicas peruanas
de SGB y las cepas de pollo (I). El analisis filogenético reveld que el ST-2993 descendio de la
misma rama. Las tres cepas chinas se ubican en las ramas mas externas (cluster azul cielo);
Las cepas de la Amazonia peruana son las mas externas relacionadas con las cepas peruanas
(cluster rosa), y existe una fuerte relacion entre el SGB peruano y las cepas de pollo, pero
todos los aislamientos de este grupo final se agrupan en el mismo grupo (grupo verde). Tenga
en cuenta que los nodos de los clusteres principales tenian un arranque del 100 %. Los genes
del locus LOS se detectaron en todos los genomas evaluados. Sin embargo, las cepas
amazoénicas peruanas carecian de la mutacion gyrA y solo las cepas chinas tenian el gen fetO
codificado en un plasmido (II).
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Figura 12

Comparacion genomica de las cepas de Campylobacter jejuni ST2993 en circulos de anillo
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Los circulos de anillo. Azul cielo: cepas chinas de SGB. Rojo: cepas amazonicas peruanas no relacionadas con SGB. Verde:
cepas peruanas de GBS. Existe una alta homologia entre las cepas GBS chinas y las cepas amazonicas peruanas, siendo casi
idénticas. Ademas, existen dos grupos visibles dentro de las cepas peruanas de SGB, segiin sus genes accesorios.

El anélisis del pangenoma, reveld una alta homologia entre los genomas de ST-2993,
siendo casi idénticos, teniendo un genoma central del 94,8%. Fue posible observar genes
accesorios dentro de los genomas chinos (Azul cielo) y los genomas peruanos de C. jejuni del
Amazonas de Pascoe et al. (2020) (Rosa) que no son compartidos con el SGB peruano de este
estudio y los obtenidos por Ramos et al. (2021). Ademas, algunos genomas de C. jejuni
aisladas de pacientes con SGB y pollo en este estudio comparten una serie de genes
accesorios, formando dos grupos diferentes de cepas dentro del grupo de SGB. Los genomas
chinos tienen 106 genes exclusivos, la mayoria relacionados con profagos, destacando la
presencia de proteinas del sistema de secrecion de tipo IV como VirB2, VirB4, VirB9,
VirB10 y VirB11, asi como proteinas de la isla de patogenicidad cag. Las cepas de la
Amazonia peruana tienen 49 genes accesorios, pero la mayoria de ellos codifican proteinas
hipotéticas otorgadas por NCBI. Sin embargo, poseen proteinas de dominio DUF,
endonucleasas e integrasas que indican la presencia de un profago dentro de los genomas.
Finalmente, seis genomas de C. jejuni aisladas de pacientes con SGB y cuatro genomas de
pollo comparten 48 genes accesorios, lo que enfatiza la deteccion de proteinas del sistema de
secrecion tipo IV como VirB7, VirB9 y VirB11 y otras proteinas de profago.
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V. Discusion de resultados

La epidemiologia molecular de patdgenos es una herramienta muy solida que permite
a los investigadores identificar a nivel molecular la distribucién y prevencion de patdgenos
que causan enfermedades que son dificiles de rastrear, como Campylobacter jejuni asociada
con SGB. La réapida identificacion de este tipo de patdgenos y la deteccion de posibles fuentes
de infeccion en un brote son hechos importantes para planificar estrategias de prevencion.
Alcanzar el conocimiento de estas dos caracteristicas no siempre es facil; el proceso seria
extenso y, a veces, imposible de resolver, especialmente para los sindromes que tienen mas de
un posible patogeno involucrado.

El SGB ha sido reportado varias veces en Peru desde 2015, reportando pocos casos
durante muchos afios (Ballén y Campos, 2017). Sin embargo, en 2018 se observo un primer
aumento de casos en todo el pais (Munayco et. al., 2019), encontrandose como causa probable
un enterovirus (Diaz et al., 2019). Posteriormente, en 2019, un segundo incremento anormal
de reportes, que se inicio en la Costa Norte del Peri, motivéd la declaracion del estado de
emergencia. Sin embargo, esta vez Campylobacter jejuni ST-2993 fue asociado como el
patogeno mas probable porque pudo ser cultivado y secuenciado (Pachas et. al., 2020).

Los establecimientos de salud peruanos tienen poca capacidad para aislar y detectar
Campylobacter jejuni, por lo que fue muy dificil obtener una gran cantidad de aislamientos
para evaluar y secuenciar. A pesar de este hecho, se pudo recuperar un nimero importante de
aislados de Campylobacter jejuni en medios de enriquecimiento, a partir de heces humanas e
hisopados rectal de pollos. Considerando la reducida viabilidad de Campylobacter spp. en
muestras de heces (Zhang et al., 2010), el rendimiento del cultivo para obtener cepas de
Campylobacter jejuni en este estudio fue adecuado.

Todos los genomas secuenciados presentaron un % de G + C y un tamafio gendmico

igual a otros genomas de Campylobacter jejuni reportados en estudios previos (Friis et al.
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2010). La identificacion mediante MLST detect6 el mismo genotipo, ST-2993. Este genotipo
ya habia sido reportado en algunos estudios alrededor del mundo en paises como China
(Zhang et al., 2010), Bangladesh (Islam et al. 2009), Bélgica (Elhadidy et al. 2018) y Pert
(Pascoe et al. 2020), pero pocos de ellos estan conectados a casos de SGB y secuenciaron sus
cepas para comparar y analizar. Ademads, es importante aclarar que no solo ST-2993 y CC-
345 son los genotipos Unicos relacionados con SGB. Hay otros genotipos que se recuperaron
de las heces de los pacientes con SGB, indicados como causantes de SGB (Elhadidy et al.
2018). Sin embargo, la frecuencia de estos genotipos dentro de la misma ubicacion geografica
y tiempo es baja en comparacion con ST-2993, que se detectd en varias personas en un corto
periodo de tiempo y causd6 SGB (Zhang et al., 2010).

La filogendmica mostro tres grupos divergentes de genomas (Figura 45). El primer
grupo esta compuesto por cepas chinas del brote de SGB de 2007. Es importante enfatizar que
los genomas obtenidos de este estudio incluyeron tres cepas con caracteristicas de pacientes
diferentes: ICDCCJ07001 de un paciente con SGB, ICDCCJ07002 de un paciente con
gastroenteritis y diarrea e ICDCCJ07004 de un humano asintomatico (Zhang et al., 2010). Por
eso existe una diferencia filogenética entre ellos, aunque pertenezcan al mismo afio y
ubicacion.

El segundo grupo esta formado por cepas de la Amazonia peruana no relacionadas con
SGB aisladas del 2003 a 2005 (Pascoe et al. 2020). Podriamos suponer que Campylobacter
jejuni ST-2993 estuvo circulando silenciosamente en la Amazonia peruana durante muchos
afios antes del brote de SGB, no siendo detectado antes porque hay una gran falta de
herramientas de diagndstico en regiones como Loreto. Sin embargo, la evidencia gendmica de
genes del locus LOS como cgt4, cstll, neuB y neuC dentro de los genomas de los nifios de la
Amazonia peruana de C. jejuni sugiere que estas cepas siempre tuvieron el factor potencial de

causa de SGB (Zhang et al., 2015).
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El clado mas interno incluyo cepas de pollo y SGB humanas del 2019 - 2020. Un hecho
interesante es la deteccion del mismo genotipo dentro de aislamientos de pollo, lo que indica
que el pollo es la fuente mas probable de infeccion humana por Campylobacter jejuni. Zhang
et al., 2010, aislaron cepas de Campylobacter jejuni de muestras de aves de corral tomadas
de las casas de los pacientes con SGB, pero la tipificaciéon molecular de esas cepas obtenidas
de muestras humanas fue diferente. Entonces, este es uno de los primeros estudios que detectd
una conexion genomica real entre las cepas de Campylobacter jejuni humana y de pollo.

Otros genes podrian ayudar a comprender las diferencias observadas en la filogenia.
Por ejemplo, los genes de resistencia no tienen la misma distribucion entre los aislados. Las
cepas chinas tienen genes tetO, cmeABC y mutacion en el gen gyrd, mientras que las cepas
humanas y de pollo de este estudio carecen de tetO pero poseen los otros dos determinantes.
Por otro lado, los aislados de la Amazonia peruana solo tienen cmeABC. La deteccion de
genes tetO dentro de los genomas chinos se debe a un plasmido de resistencia que confiere
resistencia a la tetraciclina (Zhang et al., 2010). La amplia distribucion de la mutacion gyr4
dentro de los aislamientos peruanos se informé en algunos estudios anteriores, especialmente
en Lima (Moya et al., 2018). No hay datos suficientes para confirmar que la resistencia a las
quinolonas en las cepas de la Amazonia peruana sea menor que la de Lima, pero las evaluadas
aqui no tienen la mutacién gyr4. Tenga en cuenta que solo tres grupos de genes podrian
permitirnos diferenciar entre los tres grupos. Es necesario revisar el interior de cada genoma
para encontrar y comprender otras diferencias gendmicas entre ellos.

La gendmica comparativa (Figura 45) mostrd pocas diferencias entre los aislados de
Campylobacter jejuni ST-2993 de diferentes ubicaciones geograficas y fuentes. Este resultado
estd de acuerdo con el estudio realizado por Kivistd et al. (2014), que compara aislamientos
de C. jejuni de diferentes fuentes, pero del mismo genotipo. Sobre las diferencias entre

grupos, los genomas chinos tienen un grupo de genes que no se observan en los genomas
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peruanos. Estos genes accesorios indican la presencia de plasmidos y profagos dentro de estos
genomas. Sobre este aspecto, Zhang et al. (2010) reportaron un pldsmido de resistencia a
tetraciclina de 44.084 pb dentro de uno de estos genomas analizados, que contenia genes tetO
y virB. Probablemente, los tres genomas secuenciados por estos autores tienen ese plasmido.
Otro factor interesante es la deteccion de genes de isla de patogenicidad cag, principalmente
detectados dentro de otro plasmido que muestra genes con fuerte similitud con las proteinas
de Helicobacter pylori (Bacon et al., 2000). Esta evidencia podria indicar la razén de la alta
virulencia de los aislados chinos para provocar un brote.

Los genomas de la Amazonia peruana tienen otro grupo de genes restringidos a este
grupo, pero la mayoria de ellos no indican la presencia de pldsmidos semejante a las cepas
chinas, siendo el 50% de estos genes adicionales los que codifican proteinas hipotéticas. En
contraste, los aislados de pollo y algunos de SGB peruanos de este estudio comparten genes
accesorios que fueron identificados usando BLAST, detectando el contenido genético
relacionado con elementos gendmicos como plasmidos y profagos, algunos de ellos similares
pero no idénticos a los detectados dentro de los genomas chinos. Parker y col. (2006) indican
que los genes accesorios dentro de los genomas de Campylobacter aislados de SGB estan
relacionados con la biosintesis de la capsula y las regiones LOS, pero detectamos otros tipos
de genes exclusivos de este grupo. Sin embargo, es necesario revisar cuidadosamente los
genes hipotéticos para determinar su papel y su trascendencia en la evolucion de este

patogeno.

La mayor diferencia genémica entre los genomas peruano y chino correspondi6 a partes
del fago 1 similar Mu de Campylobacter (CMLP1). Reportes previos mencionan que CMLP1
podria ser parte de remanentes de profagos inactivos o estar bien adaptado a las especies de

Campylobacter, pero no hay evidencia para aclarar esta afirmacion (Clark et al., 2008).
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Ademads, no se ha establecido un papel definido para este profago en el contexto de la
virulencia (Zhang et al., 2010). Sin embargo, la ausencia de este profago en aislamientos
peruanos no disminuy6 el potencial patégeno de C. jejuni ST-2993, mostrando evidencia de
que LOS y otros factores de virulencia juegan el papel mas importante en la patogenicidad de
las cepas de C. jejuni SGB.

La principal limitacion del estudio con cepas de Campylobacter jejuni asociadas con
SGB, esta relacionada con la baja frecuencia de aislamiento de C. jejuni asociado con SGB a
partir de muestras de heces. Esto se debio a que la mayoria de las muestras recibidas por el
laboratorio fueron recolectadas varios dias antes de ser procesadas, muchas de las cuales no se
conservaron de la mejor manera posible. A pesar de ello, fue posible recuperar un nimero
suficiente de cepas para determinar la relacion clonal entre aislamientos de humanos y pollos,

asi como la realizacioén de estudios comparativos filogenéticos y gendomicos.
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VI. Conclusiones

Los genomas ST-2993 de C. jejuni obtenidos de pacientes con SGB de 2019 a 2020
son muy similares en contenido genético y tienen una estrecha relacion filogenética
con los aislamientos de pollo peruano. Podriamos suponer que eran el mismo clon,
que se propagdé y distribuy6 por Perti y caus6 este brote de SGB.

Asumimos que el genotipo ST-2993 se presentd hace muchos afos sin ser detectado,
segun la evidencia de los genomas de la Amazonia peruana, ganando y perdiendo
genes para permitir que esta cepa cause SGB.

Las cepas peruanas C. jejuni aisladas de pacientes con SGB tienen los mismos
elementos genéticos responsables de causar SGB como los chinos. Estos hallazgos
ayudarian a comprender el desarrollo y evolucion de este patdogeno en nuestro pais.
Es necesario aplicar a nivel nacional: la norma técnica de salud (NTS N° 175-
MINSA/2021/CDC) para la vigilancia epidemiologica y diagnostico de laboratorios
del sindrome de Guillain Barré en el Pert y a norma técnica para la vigilancia
epidemiologica de la Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) por Campylobacter spp.
en hospitales centinelas (NTS N° 190-MINSA/CDC-2022), a fin de incrementar el
monitoreo de los patdégenos de salud publica que causan el SGB mediante la

epidemiologia molecular.
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VII. Recomendaciones

7.1. Aplicar a nivel nacional la norma técnica de salud (NTS N° 175-MINSA/2021/CDC)
para la vigilancia epidemioldgica y diagnéstico de laboratorios del sindrome de
Guillain barre en el Peru.

7.2. Aplicar a nivel nacional la norma técnica para la vigilancia epidemioldgica de la
Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) por Campylobacter spp. en hospitales
centinelas (NTS N° 190-MINSA/CDC-2022).

7.3. Fomentar e incrementar la vigilancia gendmica de los patdgenos de importancia en

salud publica que causan el SGB mediante la epidemiologia molecular.
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Anexo A. Primer y condiciones de amplificacion para la deteccion de genes de virulencia

y resistencia

TO
Factor Gen Primers Secuencia 5°-3" Alin pb Ref.
cadF- F2B TTGAAGGTAATTTAGATATG
cad F 45 400 Konkel et al., 1999
cadF-R1B CTAATACCTAAAGTTGAAAC
rac R racR-25 GATGATCCTGACTTTG 45 584
Adherencia 'y racR-593 TCTCCTATTTTTACCC
colonizacion o FlaA 664 AATAAAAATGCTCATAAAAACAGGTG 53 855
a
FlaA1494 TACCGAACCAATGTCTGCTCTGATT
s cecTTIeace “
}.m ) Datta et al., 2003
. ciaB-403 TTTTTATCAGTCCTTA
cia B . 42 986
ciaB-1373 TTTCGGTATCATTAGC
pldA-84 AAGCTTATGCGTTTTT
Invasion pld 4 45 913
pldA4-981 TATAAGGCTTTCTCCA
virBl1 virB -232 TCTTGTGAGTTGCCTTACCCCTTTT 53 494
virB-701 CCTGCGTGTCCTGTGTTATTTACCC
cdt A DS-18 CCTTGTGATGCAAGCAATC 49 370 Hickey et al., 2000
DS-15 ACACTCCATTTGCTTTCTG
Produccién de cdtB-113 CAGAAAGCAAATGGAGTGTT
. cdt B 51 620
toxinas CDT cdtB-713 AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT
Datta et al., 2003
i cdtC-192 CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA 4 182
c
cdrC-351 TTGGCATTATAGAAAATACAGTT
o wlaN-DL 39 TTAAGAGCAAGATATGAAGGTG )
Mimetismo LPS wila N 46 672 Linton et al., 2000
wlaN-DL 41 CCATTTGAATTGATATTTTTG
Col Col 1 AGGCAAGGGAGCCTTTAATC 364
0
C. jejuni Col 2 TATCCCTATCTACAAATTCGC " Van de Giessen et al.,
C. coli J Jun3 CATCTTCCCTAGTCAAGCCT 7 1998
un
Jun 4 AAGATATGGCACTAGCAAGAC
. F ATGATGAGGCAAAAAGAGA .
Quinolonas gyrA 55 410 Ruiz et al., 1998
R TAAACTATGAGGTGGGATGT
F GTAAACGGCGGCCGTAACTA
Macrélidos 238 52 699 Luangtongkum et al.,
"rRNA R GACCGAACTGTCTCACGACG 2012
DMT 1 GGCGTTTTGTTTATGTGCG
tet(0) 54 559
DMT 2 ATGGACAACCCGACAGAAGC
o Tet(4)-F GTGAAACCCAACATACCCC
Tetraciclinas tet(4) 54 888 Tuan et al., 2016
Tet(4)-R GAAGGCAAGCAGGATGTA G
tet-A-1 GCTCACGTTGACGCAGGAAAG
tet(A) 49 486
tet-A-2 ATCGTCATTGTCCGTTAC

Las condiciones del ciclado son iguales para todos los genes, sin embargo la T° de
alineamiento se debe de considerar segiin se indica en la tabla. Un ciclo: (Desnaturalizacicon
inicial (2 minutos a 94°C), 35 ciclos: Desnaturalizacion (30 segundos a 94°C), Alineamiento
(segun se indica en la tabla), Extension (1 minuto a 72°C) y un ciclo de Extension final (5

minutos a 72°C)



Anexo B. Matriz de Consistencia

TITULO: IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE CAMPYLOBACTER JEJUNI AISLADAS DE PACIENTES CON SINDROME DE
GUILLAIN BARRE. PERU, 2019-2020
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PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL Tipo de estudio:
(Cual es el impacto en la salud publica de Determinar el impacto en la salud publica de Aplicada "Este tipo de Investigacion se dirige
Campylobacter jejuni aislados de pacientes con Campylobacter jejuni aislados de pacientes con L. fundamentalmente a la resolucion de
Sindrome de Guillain Barre? Pert, 2019 - 2020? | Sindrome de Guillain Barre. Pert, 2019 - 2020. Campylobacter jejuni problemas".(Hurtado Ledn, I.; Toro Garrido,
eSusceptibilidad antibiotica de J. 1998)
Campylobacter jejuni

PROBLEMAS ESPECIFICOS

(Cuales son los perfiles fenotipicos de
resistencia antimicrobiana de Campylobacter
jejuni aisladas de pacientes con el SGB?
(Cuales son los genes responsables de la
virulencia y resistencia antimicrobiana de
Campylobacter jejuni aisladas de pacientes
con el SGB?

(Cuales son las caracteristicas genéticas de
los lipopolisacaridos de Campylobacter jejuni
similares a gangliosidos humanos aisladas de
pacientes con el SGB?

(Cual es la diversidad genética de
Campylobacter jejuni aislados de pacientes
con SGB mediante analisis de genoma
completo?

(Cual es la relacién gendmica que existe entre
Campylobacter jejuni aislados de pacientes
con SGB, aves de corral y enfermedades
gastrointestinales?

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar los perfiles fenotipicos de resistencia
antimicrobiana de Campylobacter jejuni aisladas
de pacientes con el SGB.

Determinar la presencia de genes los
responsables de la virulencia y resistencia
antimicrobiana de Campylobacter jejuni aisladas
de pacientes con el SGB.

Describir las caracteristicas genéticas de los
lipopolisacaridos de Campylobacter jejuni
similares a gangliosidos humanos aisladas de
pacientes con el SGB.

Determinar la diversidad genética de
Campylobacter jejuni aislados de pacientes con
SGB mediante analisis de genoma completo.
Analizar la relacion gendmica que existe entre
Campylobacter jejuni aislados de pacientes con
SGB, aves de corral y enfermedades
gastrointestinales.

Esta investigacion
es de tipo
descriptivo por lo
que no se plantea
hipotesis

eConcentracion minima
Inhibitoria de Ciprofloxacina,
Acido nalidixico, Eritromicina
Tetraciclina

ePresencia de genes responsables
de la resistencia antibiotica

ePresencia de genes responsables
de la virulencia

ePresencia de genes responsables
de mimetismo molecular

eVariacion en siete genes
conservados (asp, glnA, gltA,
glyA, pgm, uncA y tkt)

eComparacion genémica

Salud publica
eImpacto

Sindrome Guillain Barré
eEdad

eGenero

eProcedencia

Diseiio de investigacion:

La presente investigacion correspondi6 al
diseflo no experimental, de corte
transversal, descriptivo relacional.

Poblacion:

Constituido por aislamientos de
Campylobacter jejuni de pacientes con
sindrome de Guillain Barre y aves de corral,
durante el afio 2019 hasta marzo del 2020.

Muestra:

Se incluyeron 26 cepas de Campylobacter
jejuni: 20 Cepas aisladas de pacientes con
Sindrome de Guillan-Barré (SGB), y seis
(06) cepas aislados de aves de corral
constituye el 100% de la poblacion.
Adicionalmente para el analisis genémico se
incluyeron: i) 4 genomas de C. jejuni
(HNCH), 03 genomas de origen chino
relacionados al SGB. ii) 05 genomas no
relacionados con SGB recuperados de
Loreto. iii) 74 genomas de C. jejuni aisladas
de pacientes con enfermedades diarreicas
agudas (EDA)
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Anexo C. Instrumentos: Instrumento N°1:

CONDICIONES DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA DETECCION DE GENES
RESPONSABLES DE LA VIRULENCIA, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA Y PRESNCIA DE
LIPOLISACARIDOS DE Campylobacter jejuni

Esta tabla describe los genes responsables de la virulencia, resistencia antimicrobiana y presencia de lipopolisacaridos de Campylobacter
Jejuni, asi mismo se detalla el nombre de los primers, secuencia de los primers, condiciones de alineamiento y longitud del producto de
amplificacion, y las referencias del cual fue adaptado los protocolos para la deteccion de cada gen considerado en esta tabla

Factor Gen Primers Secuencia 5°-3" T° Alin. pb Referencia
cadF- F2B TTGAAGGTAATTTAGATATG
cad B I dFRIB CTAATACCTAAAGTTGAAAC 4 400 Konkel etal., 1999
racR-25 GATGATCCTGACTTTG
. rac R 45 584
Adherencia y racR-593 TCTCCTATTTTTACCC
colonizacion fla A FlaA 664 AATAAAAATGCTCATAAAAACAGGTG 53 855
S FlaA1494 TACCGAACCAATGTCTGCTCTGATT
dnaJ dnaJ — 299 AAGGCTTTGGCTCATC 46 720
"4 | dnaJ-1003 CTTTTTGTTCATCGTT Datta et al.. 2003
g |ciaB-403 TTTTTATCAGTCCTTA 42 086 attactal,
o ciaB-1373 TTTCGGTATCATTAGC
., pldA-84 AAGCTTATGCGTTTTT
Invasion pldA T 14081 TATAAGGCTTTCTCCA 4 o13
virB -232 TCTTGTGAGTTGCCTTACCCCTTTT
virBI11 - 53 494
virB-701 CCTGCGTGTCCTGTGTTATTTACCC
DS-18 CCTTGTGATGCAAGCAATC .
cdid heis ACACTCCATTTGCTTICTG 49 370 Hickey etal, 2000
Produccion de B cdtB-113 CAGAAAGCAAATGGAGTGTT 51 620
toxinas CDT ¢ cdtB-713 AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT Datta et al.. 2003
e lediC192 CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA . 0 attactal,
¢ cdtC-351 TTGGCATTATAGAAAATACAGTT
Mimetismo wlaN-DL 39 TTAAGAGCAAGATATGAAGGTG .
LPS WlaN T aNDL41 | CCATTTGAATTGATATTITIG 46 672 Linton et al., 2000
Col Col 1 AGGCAAGGGAGCCTTTAATC 364
C. jejuni Col 2 TATCCCTATCTACAAATTCGC 54 Van de Gi tal. 1998
C. coli J Jun 3 CATCTTCCCTAGTCAAGCCT i an de fressen etak,
“" [Tun4a AAGATATGGCACTAGCAAGAC
. F ATGATGAGGCAAAAAGAGA .
Quinolonas gyrA R TAAACTATGAGGTGGGATGT 55 410 Ruiz et al., 1998
. 23S F GTAAACGGCGGCCGTAACTA
Macrolidos JRNA R GACCGAACTGTCTCACGACG 52 699 Luangtongkum et al., 2012
DMT | GGCGTTTTGTTTATGTGCG
€O I pyr2 ATGGACAACCCGACAGAAGC 4 339
- Tet(A)-F GTGAAACCCAACATACCCC
Tetraciclinas tet(4) Tet(4)-R GAAGGCAAGCAGGATGTA G 54 888 Tuan et al., 2016
tet(4) tet-A-1 GCTCACGTTGACGCAGGAAAG 49 486
¢ tet-A-2 ATCGTCATTGTCCGTTAC
Desnaturalizacion. Inicial Desnaturalizacion Alineamiento Extension Extension final
2 minutos a 94°C 30 segundos a 94°C 1 minuto a T° C 1 minuto a 72°C 5 minutos a 72°C
Las condiciones del ciclado son iguales para todos los genes, sin embargo la T° de alineamiento se debe de considerar segtin se indica en la
tabla.

Konkel, M. E., Gray, S. A. & Kim, B. J. (1999). Identification of the enteropathogens Campylobacter jejuni and Campy lobacter coli based on the cadF virulence
gene and its product. J. Clin. Microbiol., 37510-37517.

Datta, S., Niwa, H. & Itoh, K. (2003). Prevalence of 11 pathogenic genes of Campylobacter jejuni by PCR in strains isolated from humans, poultry meat and
broiler and bovine faeces. J. Med. Microbiol., 52345-52348.

Hickey, T. E., McVeigh, A. L. & Scott, D. A. (2000). Bourgeois, and Campylobacter jejunicytolethal distending toxin mediates release of interleukin 8 from
intestinal epithelial cells. Infect Immun., 68, 6535-6541

Linton, D., Gilbert M. & Hitchen P.G. (2000) Phase variation of a beta-1,3 galactosyltransferase involved in generation of the ganglioside GM1-like lipo-
oligosaccharide of Campylobacter jejuni. Mol. Microbiol., 37501-37514.

Van de Giessen, A. W., Tilburg, J. J., Ritmeester, W. S. & Van der Plas, J. (1998). Reduction of campylobacter infections in broiler flocks by application of
hygiene barriers. Epidemiology and Infection, 121, 57-66.

Ruiz, J., Goiii, P. & Marco, F. (1998). Increased resistance to quinolones in Campylobacter jejuni: a genetic analysis of gyrA gene mutations in quinolone-
resistant clinical isolates. Microbiology and Immunology, 42(3), 223-226.

Luangtongkum, T., Jeon, B. & Han, J. (2009). Antibiotic resistance in Campylobacter: emergence, transmission and persistence. Future Microbiol, 4(2), 189—
200.

Tuan Ngoc Minh Nguyen, Helmut Hotzel, John Njeru, Joyce Mwituria, Hosny El-Adawy, Herbert Tomaso, Heinrich Neubauer and Hafez M. Hafez. (2016)
Antimicrobial resistance of Campylobacter isolates from small scale and backyard chicken in Kenya. Gut Pathogens 27;8(1):39.
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Instrumento N°2:
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Anexo D. Validacion de instrumentos por juicio de expertos
INSTRUMENTO N° 1:
EXPERTO N° 1

INSTRUMENTO A EVALUAR POR JUICIO DE EXPERTOS

CONDICIONES DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA DETECCION DE GENES
RESPONSABLES DE LA VIRULENCIA, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA Y PRESENCIA DE
LIPOLISACARIDOS DE Campylobacter jejuni

Esta tabla describe los genes responsables de fa virulencia, resistencia antimicrobiana y presencia de lipopolisacaridos de
Campwobacter jefuni, asi mismo se detalla el nombre de fos primers, secuencia de los primers, condiciones de
alincamiento y longitud del producto de amplificacion. y kas referencias del cual fue sdaptado los protocolos para la
deteccion de cada gen considerado en esta tabla

en_
cadF- F2B__| TTGAAGGTAATTTAGATATG
Cad F I dFRIB | CTAATACCTAAAGTTGAAAC 4 b Koakel stal, 1999
racR-28 GATGATCCTGACTTIG
Adherenciay | " ® [Fack-593 | TCTCCTATITITACCC 4 ok
colonizasion o | Flad 664 | AATAAAAATGCTCATAAAAACAGGTG = =
FlaA149%__| TACCGAACCAATGTCTGCTCTGATT
dnal—299 | AAGGCTTTGGCTCATC
dna) I ar 1003 | CTTITTGTTCATCGTT 46 720 N
ia B ciaB-403 TTTTTATCAGTCCTTA 2 986 3¢
claB1373 | TTTCGGTATCATTAGE
. dA-84 AAGCTTATGCGTTTTT
Invasibn | pldA | I i98T | TATAAGGCTTTCTCCA 43 13
virgl) LYirB-232 | TETIGTGAGITGCCITACCCCTTIT - ==
VirB-70] | OCTGCGTGTCCTGTGTTATITACCS
DS-18 CCTTGTGATGCAAGCAATC -
. cdtA Ihsis ACACTCCATTTGCTTICIG 9 e Hickey ctal2000
e | et LdiB-1T3 | CAGAAAGCAAATGGAGTGIT 5 P
o cdiB-713 | AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT e
odt € odriC-192 COATGAGTTAAAACAAAAAGATA 47 2 "
cdiC351 | TTGGCATTATAGAAAATACAGTT
Mimetismo wlaN-DL 39| TTAAGAGCAAGATATGANGGTG )
LPS wlaN T laN-DL 41 | CCATTTGAATTGATATITITG i 672 Kilsion % #1¢ 4900
o | Col 1 AGGCAAGGGAGCCTTTAATC R
C. Jejunt Col 2 TATCCCTATCTACAAATTCGC - Van de Giessen et al.,
C eoli Jun 3 CATCTTCCCTAGTCAAGOCT m 1958
Jund AAGATATGGCACTAGCAAGAC
) F ATGATGAGGCAAAAAGAGA
Quinolonas orA R TAAACTATGAGGTOGGATGT 55 410 Ruiz et al,, 1998
23§ |F GTAAACGGCGGCOGTAACTA Luangrongkum et al.,
Macrdlidos. | oy IR GACCGAACTGTCTCACGACG — = 2012
DMT 1 GGCGTTTTGTTTATGTGOG
te0) DN 2 ATGGACAACCCGACAGAAGE 34 359
. Tet(-F | GTGAAACCCAACATACCCC
Tetmaciclinas | tet) [0 — e A TOTAS s4 388 Tuan et al,, 2016
ter-d-1 GCTCACGTTGACGCAGGAAAG
A Teraz ATCGTCATIGICCGTTAC 49 486
Desnaturalizacién. Inicial | Desoaturalizacién Alineamiento Extension Extensin final
2 minutos a 94°C 30 sepundos a M°C | mipwo a T°C 1 minuto a 72°C 5 minusos a 72°C

Las condiciones del ciclado son iguales para todos los genes, sin embargo a 1% de alineamiento se debe de considerar
segin se indica en la tabla,
Konkel, M. E, Gray, S. A & Kim, B. 1. (1999). ldentification of the enteropathagens Campylobacter jepmi and Campylobacser coli
based ca the cadF virulence geme and its product. J, Clin, Microbiol., 37510-37517,
Datta, 5, Niwa, H & ltoh, K. (2003). Prevalence of 11 pathogenic genes of Campylobacier jepumi by PCR in strains isolated from
humans, poultry meat and broiler and bovine faeces. J. Med. Microbiol., 52345-52348.
Hickey, T. E, McVeigh, A. L & Scott, D. A. (2000). Bourgeois, and Campylobacter jejunicytolethal distendang toxin medsates rolease
of interleskin § from imsestinal epithelial cells. Infect Immwn . 68, 6535-6541
Lamton, D, Gilbert M. & Hitchen P.G. (2000) Phase variation of a beta-1 3 galactosylransferase involved in gencration of the
ganglioside GM1-like lipo-olig haride of C; dob Jjejuni. Mol. Microbiol, 37501-37514.
Van de Giessen, A. W, Tilburg, J. J,, Ritmeester, W. 8, & Vo dr Plas, ). (1998). Reduction of campyfobacter mfections i brodler
flocks by mllculon oﬂnm barners. Ep-kmnlugy and hfoamn. 121, 57-66.
Ruiz, )., Gofi, P. & Marco, F. (1998). Increased umunu 10 qundm in qulnbm Jejami: a genetic analysss of gyrA gene
musations in quinolone-resstant clisical & logy and [ dogy, 42(3), 223-226.
Luangtongkum, T, Jeon, B. & Han, 1. (2009). Antibiotic resistnce in Campylobacier: emergence, sransmission and persisience. Future
ictobiol, 4(2), 189-200.
i Helmut Hotzel, John Njers, Joyce Mwituria, Hosny El-Adawy, Herbert Tomuso, Heinrich Neubauer and
" M Hafez. (2016) Antimscrobial resistance of Campylobacter isolates from small scale and backyard chicken in Kenyn
Pathogens 27:8(1):3%.
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INFORME DE OPINION DEL JUICIO DE EXPERTO

DATOS GENERALES

1.6. Apellidos y nombres del informante: Ronnie Gavilian Chavez

1.7. Cargo e Institucion donde labora: Responsable del Laboratorio de Referencia Nacional de
Enteropatégenos del Instituto Nacional de Salud

1.8.Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos de las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de Campylobacter jejuni

1.9. Titulo del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE
PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-2020"
110, Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes

120

ASPECTOS DE VALIDACION
Indicadores | Deficiente Baja Regular Buena Muy bueno
Criterios 016 1111 16[21126(31(36|41 (46|51 (56[61[66[71|76|81 (8| 91 ] 96
- SII0| 15120 |25 30|35 (40 |45|50[55|60[65[70]/75|80|85|%0 (95100
Es14 formulado con
I. CLARIDAD lengunje npropiado 95
Estd expresado en
2. OBJETIVIDAD chndictas obierables 85
Adecuado al avance de 100
3. ACTUALIDAD 1a ciencia pedagbgica
Existe una organizacion
4, ORGANIZACION : g 95
logica
. . Comprende los aspectos 85
5. SUFICIENCIA ea centidad y calidad
Adecuado para valorar 86
6. INTENCIONALIDAD los instrumentos de
investigacion
RS Basado en aspectos %
7 CONSISTHNCLA tedricos cientificos "
. . Entre los indices, 86
8. COHERENCIA indicadores
& La estrutegia responde al
9. METODDLOGIA propésito del 85
diagnostico
y ~ Es atil y adecuado para 100
10. PERTINENCIA la investigacion

PROMEDIO DE VALORIZACION: 2

OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular d) Buena ¢) Muy buena

Nombres y Apellidos: | Ronnie Gavilan Chavez DNIN® 21576129
" Calle los Sances 286 Dpto. |z
Digeocide domiciliniia: | 201 San Iskdro Teléfono/ Celular'| 949488723

tulo Profesional Bidlogo
; o Académico: Doctor
/f , cién: Bioquimica y Bilogia Molecular




EXPERTO N° 2

NSTRUMENTO A EVAL RTOS

CONDICIONES DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA DETECCION DE GENES
RESPONSABLES DE LA VIRULENCIA, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA ¥ PRESENCIA DE
LII'OI.ISA(‘.ARIDOS DE Campylobacter fejunt

ot tabla deseribe los genes responsables de fa virulencia, resistencin antimicrobiana y presencia de lipopofisacaridos de
Campndabacter jefuni. =i mismo se detalla ¢l nombre de %os primers, secuencia de los primers, condiciones de
alineamicnta v kngitud del preducto de ampliticacion, y las referencias ded cual fue adaptado los pratcolos pars la
dclm:son de cacda gen considernda en ¢sty tabln

—

Factor Cren PPrimers Secwencia §°-3° T Alin. pb Referencin
o |ewdFLF2B L TTGAAGGEAATTTAGATATG
vl F PTIT CTAATACCTAAAGTTGAAAC W5 A Koakel etal., 1999
e R-25 GATGATCCTGACTTIG
Ay | R [crs9 TCTCCTATTTTTACCC M i
wokonizackin oA . 64 AATAAAAATGCTUATAAAAAC ALK TG 3 £55
" [ Faa1494 TACCGAACCAATGTCTGOTUTGATT g
doe] - 209 AAGGOTTTGGCTCATC
Al B T093 | CTTTTIGTICATOGTT o i AR G s
cur o |1aB-303 TTTTTATCAGTCCTTA 1 086 AL
| ciali-1173 ITICOOTATCATTAGE
Nl A-83 AMGUTTATGCGTITT
Asl 4 ! - 3
Widin. | oA D oR TATAAGUCTTTCTCUA b i
urdl 232 TCTTGIGAGTIGOCTTACCCUTTTT
Bl
e viclt- 701 COTGCGTGTCCTGIGITATTITACCC 2 ki
DS-18 CUTTGTUATGEAAGUAALL s »
b kT ACACTCCATTTGCTITCTG a2 = e s e
deisiiiad i B ctli-113 CAGAMGCANATGGAGTGTT, 51 620
| CoT cdthi-713 AGCTAAAAGOGGTGGAGTAT Datin o1 al.. 2003
i € | cdr =192 COATGAGTTAAAACAAAAAGAT A T 182 Y
et ~3s1 TIGGEATTATAGAAAATACAGTT
Mimetisiw . [faN-DL 39 | TIAAUGAGC AAGATATGAAGG TG )
| e Wha N L faN-DLAL | CCATTTGAATTGATATTTTTG b fre Liwn gt ol 2004
P L AGGUAAGGGAGCCTTTAATC 364
" Jetum Cal2 IATCCUIATCTACAANTTCGC s . Van de Giessen et al,,
 eali a Jun3 CATCTTOCCTAGTCAALCCT m 1998
L ) Jun 4 AAUATA TGGCACTAGUAAGAC X
I ATGATGAGGUAAAAAGAGA .

I % / s »
'_)umnlnn 1% EvrA m TAARCTATGAGKTTGGGATGT s 410 Rusz et al,, 1998
| Mucrstidos 23N ¥ UTAAALGLLGGUCGTAMCT A 5 95 Luangtongkum ot al.,
i RV R GACCOAACTUICTUACGACG 7 2012

JATT] GGUGTTTIGY EFATGIGOG
, WD TN 2 ATGOACAALCCGACAGAAGE B 559
=4 1y LTeA)-r UTGAAACCCAACAT ACLCU

Vetmelclinas | fofA). footrR GAAGGCAAGCAGGATGTA G 34 358 Tuan'st al. 2036

ter-A-) GUTCACOTTGAC GUAGGAAAG
M) Vreraz ATCGICATIGICCGTTAC 4 435
Desnuturalizacion. Inlcal Desnuturadizacion Alincamicnto Extension Extenskin final
2 mrimitos o 94°C 30 sepuncos a 940 Fminuto w 1°C | minwto a 72°C 5 munulos a 72°C

Las condivmnes del ciclado son igmtes para todos los genes. sin embargo In T de alincamienta se debe de considerar
sepan s indici en B tabla,

honkel, M. E, Gray, 8 A & Kim. 8, ) (1999) ldentification of the hogens Cnmpylohscter gepmi amld Campyiohacter coli
Trpesed o e condl virnlence gene and ies prowduce. 1 CTine Micrabiol J?‘l(l-J'lSl?

Dot S Niwa TE & (ol K (2005) Prevalence of 11 patbogente genes of Campylobacter jejuni by PCR & strns solmed from
Fmans, posding ness s broiler and bovine ficces. J. Med. Micrabiol.. §234552348,

Hickes T MeVeigh AL & Soot [0 AL (2000) Booegeois, and < ampylobs Jepmicylobettl distending toxan mod relems
ol imterkeukom § from intestinal epitbelial cells, Tnfeet I 68, /3535-6541

Lmson. 1) Gailbert Mo & Hitchen PG 2000y Plisss varition of o beta-1.3 galacksyltransferase involved in generation of the
wamelischy GM T -fke Tipe-olizosaccharkke of Campylobocter jejuni. Mol, Micrahiol | 37801-37514

Vom ke Ghessen. A W Tilborz, J 0 Ritmeesser, W S0 & Vi der Plas. 1 (1998). Redoction of campylobicter infections in broiler
hods by apphicaaim of hygsene bimmers. Epidemsodogy i Inlecion, 125, 57-64,

K D Gt 10 & Marco, ¥ (1998) Incresead resistance o quinolones in Caenpylohocter jeponic o genetic analysis of gsrA pene

" | linical iolates. Microbakigy and lmmucology, 42(3), 223-220

Lumnglimghkum, ¥V Jeon [0 & Han, 3002000, Antibiote resistance in (amnyhvbma and Future
Microbiol, 4021 189-200

Tuun Neoc Minh Nguyen. Helmwit Hosel, Mn Nieru. Joyee Mwnm llnm) ElAdawy, Herbert Tammsa, Heinrich Neubaner
“Hagez M. Hafce. u0|o) A i of Canpy | From sosal® seale amd hackyard chicken in K,
Gt Pathogens 27801 39
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INFORME DE OPINION DEL JUICIO

DATOS GENERALES

|1 Apellidos y nombres del informante; PUYEN GUERRA ZULLY

|2 Cargo ¢ Institueion donde labora: Responsable del Laboratorio de Referencia Nacional de
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud

| 3. Nombre del instrumento maotive de evaluacion: Condiciones de reaccion en cadena de la
polimerasa pura la deteccion de genes responsables de la virolencia, resistencia
antimicrobiana ¥ presencia de lipopolisacaridos de Campylobacter jefuni

L4 Titulo del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE

PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-2020"
1.5, Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes

ASPECTOS DE VALIDACION

| Deficiente Baja Regular Bucna Muy bueno |
Indicadores Criterios O 6 |1 ]16121 126 (31306 40 46|51 |56 6166|7176 81 8|91 96
- = STI0 IS 20|25 |30 |35 |40 145 150 |55 |60 |65 70| 75|80 [ 85| %0 | 95| 100
b CLARIDAD 1t formlikr con i
i | lemguaie upropiikio
> s st expresadae en
2 IRIBTIVIIAD wonductas vhservahles 85
T T Adec " " ’
L ACTUALIDAD Addceymik al sance s 100
155 L ciencia prodigdpicn
| 1 ORGANIZACION l'.'\l.\'lc (RS T PR To) Y3
ki logica_
5. SUFICIENCEA l'ampuv‘mk los aspectis 80
| encanticdad ¥ calidad
Adecusdo pan vikore %6
HONTERCIONALIDAD los insdrementos de A
| nvestigaidn r
3, CONSISTERCIA PG en Rapocion, -
* feoricus clentifivos
i . Lire los Indices,
£ CONERENCIA sodicadores 80
‘ |l estrategia responde ol
O, METODOLOGEA | progisito det &5
[ C diaziosticn i
1, MR TINENCIA : s il y mlcguudu s | S0
| L m_\ eslhgcinn l |
T . 87.6
PROMEDIO DE VALORIZACION:
OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular d) Buena ¢) Muy buena
Nombres v Apellidos: Zully Puyén Guerra DNIN® 40852288
Av. Sergio Bernales 391, o 5 %
RSy T T § 3 ; . f 9449
Dircccion domiciliaria: | Urh, Burrio Médico. Surquillo Jekfan Celilne el
Filo Profesional Bidlogo
Girndo Académico: Doctor
Mengion: | Miczobiologia ra)
L
PETLLLG G R
Goarea, Ly

C8P- 6689
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EXPERTO N° 3

INSTRUMENTO A EVALUAR POR JUICIO DE EXPERTOS
CONDICIONES DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA DETECCION DE GENES
RESPONSABLES DE LA VIRULENCIA, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA Y PRESENCIA DE
LIPOLISACARIDOS DE Campylobacter jejuni

Esta tabla describe los genes ruponsables de la virulencia, resistencia antimicrobiana y p ia de i i idos de
Campylobacter jejuni, asi mismo se detalla ¢l nombre de los primers, secuencia de los pdmcrs. ‘condiciones de
alincamiento y longitud del producto de amplificacién, ¥ las referencios del cunl fue adaptado los protocolos para ln
deteccidn de cada gen considerado en esta tabla

| P, e A ]
cadF- F28 TPGMGGI‘MWI‘AGATATG
cadF-RIB | CTAATACCTAAAGTTGAAAC 13 v Koskdl ct ol 1999
racR-25 GATGATCCIGACTTIG
Adverenciay | "R [rack-393  [TCTCCTATITTTACCC A3 e
colonizacidin flad | Flad 664 AATAAAATGCTCATAAAANCAGGTG 53 855
FlaA1494 | TACCGAACCAATGTCTGCTCTGATT
dnal - 299 | ANGGCTTTGGCTCATC
dnal | inal 1003 | CITTTTGTICATCGTT % = OD—
g B |€laB403 [ TITTITATCAGTCCTTA a = ?
ciaB-1373___| TTTCGGTATCATTAGE
pldAS4 AAGCTTATGCGTTTTT
Invasién | pldA oo o8 TATAAGGCTTTCTCCA A S
virBi1 |virB-232 | TCTIGTGAGTTGCCTTACCCCTTTT P P
virB-701 CCTGCGIGTCCIGTGTTATTTACCC
cdt A %:g CA::.‘IATGMAN’;'CMOCMTC 49 370 Hickey etal., 2000
Produccid cdiB-113 | CAGAAAGCAAATGGAGTGTT
e g;'Tm o8B T us 713 AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT h 629 R S
i C LeHC-192 | COATGAGTTAAAACAAAAAGATA - e ¥
cdrC-351 | TTGGCATTATAGAAAATACAGTT
Mimetismo wlaN-DL 39_| TTAAGAGCAAGATATGAAGGTG
LPS Wl N o laNDL A1 | CCATTTGAATTGATATITTIG i s Lo et sl; 2000
Col |Col1 AGGCAAGGGAGCCTTTAATC 3Eh
C. fejuni Col 2 TATCOCCTATCTACAAATTCGC 54 Van de Giessen et al,
C coli | Jun3 CATCTICCCTAGTCAAGCCT 5 1998
Jun 4 AAGATATGGCACTAGCAAGAC
Quinolonss | gyrA : ‘T‘To“mmg‘m‘% 55 410 Ruiz et al., 1998
: 235 |E GTAAACGGCGGCOGTAACTA Luangtongkum et al.,
Macrélidos | ,pna R GACCGAACTGTCTCACGACG o i 2012
DMT 1 GGCGTTTTIGTTTATGTGOG
0) T2 ATGOACAACOCGACAGAAGE 5 3%
TettAl-F | GTGAAACCCAACATACCCC
Tetraciclinas | rerfd) Tet(A)R GAAGGCAAGCAGGATGTA G 54 888 Tuan ctal, 2016
ter-A-1 GCTCACGTTOACGCAGUAAAG
il TS ATCGTCATIGTOCGTTAC 49 486
Desnaturalizacion. Inicial Desnaturalizacion Alineamiento Extension Extension final
2 minutos a 94°C 30 segundos a 94°C Tminutoa T2 C | minuto a 72°C 5 minutos a 72°C

Las condiciones del ciclado son iguales para todos los genes, sin embargo la T° de alineamiento se debe de considernr
segdn se indica en la tabla.

Kookel, M. E., Gray, S. A & Kine, B. J. (1999). Identification of the I Campylobscter jejuni and Campaiobecter coli
based on the cadF virulence gene and its peoduct. J. Clin. Microbiol., 37510-37517.

Datta, 5, Niwa, H & ltoh, K. (2003} Prevalence of 11 pathogenss genes of Campytobacter jejuni by PCR m strains salted from
Tmsans, pouliry meat and broiler and bovine facces. J. Med. Mirobiol SIZHS-SIM

Hxkey, T. E, McVeagh, A. L. & Scott, D. A (2000). B is, and Campylob dethal distending soxin medistes relcase
of interleukin 8 from mtestinal epithebial cells. Infect Imemun,, 68, 6335-6541

Lanton, [, Gilbert M. & Hischen PG mou)nmv-nmor.mu galactosyltransferase imvolved in generation of the
ganglicside GM1-like lipo-oligosacelaride of Campylot jund. Mol, Microbsol,, 37501-37514.

Van de Giessen, A W, Tilburg, J. J., Ritmeester, W. S. & Van der Plas, J. (1998). Reduction of campylobacier infections in beoiler
flocks by application of hygiene barriers. Epidemiology and Infectica, 121, 5766,

Ruiz, )., Goll, P. & Marco, F. (lm} lnmad resistance (0 guinolones in Cumpylm Jejunic 2 genetic analysis of gyrA gene
nyatations m quino I Microbiology and & logy, 42(3), 223-226.

Luangtoagkum, T., Jeon, B. & Ham, ). (mxmmmmebmemmmmndwmmFum
Microbsol, 4(2), 189-200.

Tom Ngoe Minh Nguyen, Helmut m .Iohn Njem Joyec Mwﬁludn. Homy El-Adawy, Hesbert Tomasn, Heimnch Neubmaer snd
5 Hafez M. Hafez. (2016) Antimi lates from small scale and backysd chocken in Kenya

QW&‘E Gut Pathogens 278(1):39.
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ORME DE OP

DATOS GENERALES

1.1, Apellidos y nombres del informante: ESCALANTE MALDONADO OSCAR

1.2. Cargo e Institucion donde labora: Director Ejecutivo de Enfermedades Transmisibles del
Centro Nacional de Salud Pablica del Instituto Nacional de Salud

1.3.Nombre del instrumento motivo de evaluacién: Condiciones de reaccion en cadena de la
polimerasa para la deteccién de genes responsables de la virulencia, resistencia
antimicrobiana y presencia de lipopolisacaridos de Campylobacter jejuni

1.4. Titulo del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE

PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-2020"
1.5. Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes

ASPECTOS DE VALIDACION

___Deficiente Baja ular Buena Muy bueno
S~ Criterios [0 6 | 111621 ]26]31]36|41]46]51]56]61]66]71]76|S1]8491] %
S|I0]15120 25|30 [35/40|45]|50[35|60|65/70| 75|80 [85[%0]95] 100
. Esta formulado con 95
1. CLARIDAD lenguajc apropiado
Estd expresado en
2. OBJETIVIDAD conductas observables 85
' Adecundo al avance de
3. ACTUALIDAD la ciencia pedagbgica 100
4, ORGANIZACION e 95
gica
Comprende Jos aspectos 85
5. SUFICIENCIA en cantided'y calidid
Adecundo para valorar 8
6, INTENCIONALIDAD | los instrumentos de
investigacion b
Basado en aspectos 95
7. CONSISTENCIA {Edrioos Gentificos
Entre los Indices, 86
8, COHERENCIA indicad
La estrategia responde al
9. METODOLOGIA propdsito del 96
diagnostico
Es dtil y adecuado para
10. PERTINENCIA la investigacién 100

PROMEDIO DE VALORIZACION: 923

OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular d) Buena ¢) Muy buena

Nombres y Apellidos: Oscar Escalante Maldonado DNI N® 43115720
Jr. Daniel Hernandez 1360,

Direccion domiciliaria: | Pueblo Libre Todfoney Chlnlae | 99883017

Titulo Profesional Bidlogo

Grado Académico: Doctor wewiss v nndUNAL DE SALUY

Mencion: Doctor en Ciencias Médicas A

“ecar Roberto
Doy Ejonutid 4




EXPERTO N° 4

DATOS GENERALES

I.1. Apellidos ¥ nombres del informante: LOZANO ZANELLY GLENN ALBERTO

1.2, Cargo ¢ Institucion donde labora: Docente Universidad Nacional Federico Villareal

1.3, Nombre del mstrumente motive de evaluacion: Condiciones de reaceidn en cadena de la
polimerasa para la deteccidon de genes responsables de la virulencia, resistencia
antimicrobiana v presencia de lipopolisacaridos de Campylobacter jefiuni

1.4. Titule del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE
PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-20207
1.5 Autor del instrumento: Willi Quine Sifuentes

ASPECTOS DE VALIDACION

125

Daeliciente Haja Hegular Buena Muy buena
Indicadores Crilerios O] & [ 10|16 |21 2631|3641 |46 |51 |5a|al (a6 71|76 81 |86 |91 %
ST 05 (200 |25 [ 30 |35 | 40 [ 45 |50 [ 55 |60 | 63 [T0) 75 [RO | 85 |90 [ 95 | 100
Esti fi Laido o )
I CLARIDAD S
lenguae apropaado
Estd expressd
2. OBJETIVIDAD e 85
conductas observables
1. ACTUALIDAD Adecuado al avance de 100
la ciencan pedagdgica
4. ORGANIZACION ikt una arganizacion 93
Jogrca
T T T TR Comprende los aspectos
5. 5UFICIENCIA L1
en caniadad y caludad
Adecuade para valorar R6
. INTENCIONALIDAD livs mstrumenios de :
el icion
Basad £ - | %
7. CONSISTENCIA e
teoncos cunlihcos
§. COHERENCIA ute Jou. lncties, &0
mdicadores
. La estrategia nesponde al
G METODLOGEA propdasio del B
daagnosco
1. PERTINENCIA L Huly acecuado para &0
la investigaciin
X T S B0
FROMEDIO DE VALORIZACION:
OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular dy Buena e Muy buena
Mombres v Apellidos: | GLENN ALBERTO LOZANO ZANELLY DNI N 09202397
Saco Miveras 171-602
G9803T569

Direccion domiciliaria:

Sta. Beatriz. Lima

Teléfono' Celular

Titulo Profesional

Midico Cirujano

Grado Academico:

Doctor

Mencion:

Doctor en Medicina y Doctor en Educacidn




DATOS GENERALES

1. Apellidos ¥ nombres del informante: LOZAND ZANELLY GLENN ALBERTO

1.2 Cargo e Institucion donde lnbora: Docente Universidad Nacional Federico Villareal

1.3, Nombre del instrumente motive de evaluacion: Condiciones de reaccibn en cadena de la
polimerasa para la deteccion de genes responsables de la virulencia, resistencia
antimicrobiana v presencia de lipopolisacaridos de Campylobacter jejuni

1.4.Titulo del provecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE
PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERLU, 2019-20207
1.5 Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes

ASPECTOS DE VALIDACION

126

Deliciente Haja Hegular Buena Muy buena
lindicadores Crilerios O] 6 |11 1e |21 2631|3641 |46 )51 (5661 [ah]| 717681 | 86|91 ] 9%
ST 15| 2 [25] 30 |35 40 | 45 [ 50 | 55 [0 | 65 [ 70 75 | 80 | 85 |90 | 95 | 100
| CLARIDAD :'.:il.i.l. I:'l.l_n:||I.||.:||.1u con b
engua)e apropeado
Estd expressd
2. OBIETIVIDAD T S s EL
conductas observables
3. ACTUALIDAD et o) warce (5, 104
la ciencaa pedagdricy
4. ORGANIZACION o e 0%
Iy
T Comprende los aspectos
5. 3UFICIENCLA 1]
en cantidad y calidad
Adecuado para valorar T
G INTENCIONALIDATY los mstrimentos de :
ayeslipadion
STt 04
7. CONSISTENCIA Kl stpncten '
edrieos clentificos
Entre los Indees,
8. COHERENCIA i e 80
midicadares
. La estratigra responde al
4. METODOLOGL A propasiio del &5
duagnosico
Es= anl v adecuado pa
1. PERTINENCIA e o h 810
la investgacion
e g
A

PROMEDIO DE VALORIZACION:

87.6

OFINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular dy Buena e) Muy buena

Mombres v Apellidos: | GLENN ALBERTO LOZAND ZANELLY DMI N* 09202397
Saco Miveros 171-602

Dhreceion domicihiana: | Sta. Beatriz. Lima Telefona' Celular PIRNITSEY

Titulo Profesional Midico Cirujano

Grado Académico: Doctor

Mencion:

Doctor en Medicina y Doctor en Educacidn
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INSTRUMENTO N° 2 EXPERTO N° 1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS DE Campyfobacter jejuni
IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campyiobacter jejuni AISLADAS DE PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2018-2020
METO00 DISCO DIFUSION (DO) GENES DE VIRLL GENES DE VIRULENCIA: BLASTN VARABLIDAD CENOMICA.
W | 00100 | oo cenEncia | OFUSENDE| TIPODE | nup | gevo o E TE ™~ | o | 3 = [P oduceion 4a tazinas | Mimetisma | LPS sim e & OBSERV.
ENTEROP MUESTRA | MUESTRA & vl 116 ) Eepgt | (30 ey etest | stesr | svesy | Adneronciaysatonisacién el cor LPs amgtosides | quineienss | Macrétdos Tetracicting or COMPLEIO $
T e [t @ Tt 1 ® [ v |l v [wmc] t | wc] 1 |cwr [mer | rua|dnes |cus [pea warr|cata [cora [corc | wan s GyA-TO01 | 235 mwaasors ay [HAT) i
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ORME DE OPINION D

DATOS GENERALES

1.1. Apellidos y nombres del informante: Ronnie Gavilin Chivez

1.2, Cargo e Institucion donde labora: Responsable del Laboratorio de Referencia Nacional de
Enteropatégenos del Instituto Nacional de Salud

1.3, Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Condiciones de reaccion en cadena de la
polimerasa para la deteccion de genes responsables de la virulencia, resistencia
antimicrobiana y presencia de lipopolisacaridos de Campylobacter jejuni

1.4. Titulo del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE
PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-2020"
1.5, Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes
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PROMEDIO DE VALORIZACION:

OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular d) Buena ¢) Muy buena

Nombres y Apellidos: | Ronnie Gavilan Chiavez DNI N 21576129
Calle los Sauces 286 Dpto. .
Direccién domiciliaria: | 201 San Isidro TMEosCaliing ]| RIS
Titulo Profesional Biologo
o Académico: Doctor
) / Bioquimica y Bilogia Molecular

s CION
. Deficiente Baja Regular Buena Muy bueno
Wdickders Criterios - [0] 6 [ 1116212631136 14146 ]51]56]61166]71]76|81186]91] 9
SI10[15120/25]30[35(40 45|50 [55/60 (6570|7580 (85/90|95]| 10
1. CLARIDAD Estd foyunladq con 95
lengunje apropiado
Esth expresado en
2. OBJETIVIDAD cocdockes b blcs 85
Adecuado al avance de
3. ACTUALIDAD Ia ciencia ped ia 100
a4 Existe una organizacion
4. ORGANIZACION Iégica 95
Comprende los aspectos 85
- SUFICIENCIA en cantidad y calidad
Adccuado para valorar 86
6. INTENCIONALIDAD los instrumentos de
investigacion N
o Basado ¢n aspectos 95
7. CONSISTENCIA tedticos cientificos
; Entre Jos [ndices, 86
8. COHERENCIA Indicedsros
La estrategia respondde al
9. METODOLOGIA propdsito del 96
diagnostico
. Es atil y adecuado para
10, PERTINENCIA Ia Investigacion 100
92.3
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EXPERTO N° 2

T FICHA DE RECCLECCION DE DATOS DE LAS CARAC TENST CAS FENOTIPISAS ¥ GERO MFICAS DE Campyictacter jaont |
L WAPZCTS EN LA SALUD PUBLICA DE Campyfotactar joluni HSLADAS DE FACIENTES CON SINORCME DE GUILLUAN BARRE PERU, 2015.2020 [
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INFORME DE OPINION DEL JUICIO DE EXPERTO

DATOS GENERALES

I.6. Apellidos y nombres del informante: PUYEN GUERRA ZULLY
|.7.Cargo ¢ Institucion donde labora: Responsable del Laboratorio de Referencia Nacional de
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud
I.8.Nombre del instrumento motiva de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos de las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de Campylobacter jejuni

LS. Tiwlo del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE
PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-2020"

110,

ASPECTOS DE VALIDACION

Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes
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Deficiente Baja Regular Buena Muy b
Indicadores Criterlos 0 L6 P20 |26 31|36 01|46 351 356 |61[66| 7176 81|86 |91 | 96
| 2l I 1512025 (3035|400 145]50 /55 60 |65/70]| 75| 80185190 ] 95 | 1K
| 1, CLARIDAD st |nfmuludo con o1
bt fenguige apropiiudo
— Esta expresudo en
2.4 JIVIDAD |
AIRIVIDM conductus ohservables ¥
—— e
3 ACTUALIDAD ANl al aymnce e 9%
s b ciencia pe
M ‘%1 11 120C LY
|1 ORGANIZAUCTON Fixiste unn organizicion 90
| logica
AT e Camprende los uspectos
SHPR / :
| X gl en cantidad ¥ calidad i
Adecuado para valorar
| 0 INTENCIONALIDAD | los instrumentos de 93
e investigacion
’ Mg B
|7 CONSISTENCIA IS SR 100
ledricos clentificos
| P e S
LRCOHERENC A Fasre los Indices. 95
indicadores
) Lo estrategia vesponde ul 10
SOMETODOLOKGEA | propasito del
disgnosticn
10, TR TINENCIA Es S0y adecmilo. pora 83
la investigacion
91.2

PROMEDIO DE VALORIZACION:

OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja c) Regular d) Buena e) Muy buena

| Nombres v Apellidos: | Zully Pullen Guerra DNI N® 40852288
; Av. Sergio Bernales 591, S :

| Direccion domiciliaria: | Urb, Barrio Médico. Surquillo | ' C1ctono/ Celular s
|

13

itulo Protesional

Bidlogo

| Girado Académico:
! LU

Doctor

| Mencion:

Microbiologia
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EXPERTO N° 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS DE Campylobacter fejuni
IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejunl AISLADAS DE PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2018-2020
METODO DISCO DIFUSION (D) F INHIBITORIA 'GENES DE VIRUL L genes 'GENES DE VIRULENCIA: BLASTN VARABILIDAD GENOMICA
~ 00160 | Loocenencia |OMOENDE | TPoOE | ool aeve ar 3 ™ AN o G TE = [Froduccren de toxinns| Mimatismo | LPS similar a - - OBSERV.
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? 1 3 1 L) 1 @ ) MiIC 1 MIC I T I codF |rcR | flea fdnos |claB | pidA JwvB11 | oA | ectiB et © whe N LPS GyvA-TB6( 235 NA-AZOTS beUAL)

1

2

3

4

5

&

7

e

s

10 %

“

2 L

1

3

14

1

16

7

18

15
20
21
22
23
24
25
26

27

28

28

30

C ina (CIP), icina (E), i (TE), Acido d @: Diametro, | i6n, MIC: Cor i6n Minima Inhibitoria, LPS: L E-TEST: Prusba de epsilometria, ST: Secuercias tipo
Enesta ficha de de datos, todos los resutados obtenidos de los ensayos fenotipicos y genctipicos de Campylobacter jejuni asilados de los plccm" con Sindrome de Guilain Bamé (SGB) y de aves de comal: En los ensayos de DD, se registrara el r._i(-rnmro del halo de

y en cuarto al gen TetO se o ia del gen, asi mismo se registrara el numero del ST y complejo clonal que pertenece cada cepa

inhibicién y suinterpretacion segn.nh CLsums ENlos ensayos de E-TEST, se registrara la MIC, -nlos ensayos de PCR para determinar la de genes de a o cia del gen, en cuanto a la resistercia GyrA (se
(se




DATOS GENERALES

1.6. Apellidos v nombres del informante: ESCALANTE MALDONADO OSCAR

1.7.Cargo e Institucion donde labora: Director Ejecutivo de Enfermedades Transmisibles del
Centro Nacional de Salud Piblica del Instituto Nacional de Salud

1.8.Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos de las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de Campylobacter jejuni

INFORME DE OPINION DEL JUICIO DE EXPERTO

1.9. Titulo del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Campylobacter jejuni AISLADAS DE
PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-2020"
1.10.  Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes
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ASPECTOS DE VALIDACION
Defici Baja Regular Buena Muy b
Yadicaonens Criterios 016 111621263136 41]46]51] 36 61]66]71]76]81]86] 91 [ 96
= SUI0L15]200125]|130|35/40 (45|50 |55|6065(70(75|80|85]|90| 95 [ 10D
. Estd formulado con
1. CLARIDAD lenguaje apropiado 95
" Esta expresado en
2. OBIETIVIDAD e chaarvatiles 85
- Adecuado al avance de 100
3. ACTUALIDAD Ia ciencia pedagbgica
4. ORGANIZACION Existe una organizacién 95
ldgica
e Comprende los aspectos 85
5. SUFICIENCIA o cantidad y calkdad
Adecoado para valorar 86
6. INTENCIONALIDAD los Instrumentos de
investigacion
Basado en aspectos £
7. CONSISTENCIA tehrions cicntificos 93
Entre Jos indices, 86
8. COHERENCIA teicaiores
. La estrategia responde al
9. METODOLOGIA propdsito del 85
diagnostico
. g Es (il y adecuado para 100
10, PERTINENCIA la investigacion

PROMEDIO DE VALORIZACION:

91.2

OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular d) Buena ¢) Muy buena

Nombres y Apellidos: Oscar Escalante Maldonado DNI N° 43115720
.| Jr, Daniel Herndndez 1360.

Direccidn domiciliaria:: | Pueblo Libre Telehomo! Colular,| 999631417

Titulo Profesional Bidlogo

Grado Académico: Doctor

Mencion: Doctor en Ciencias Médicas INSTITUTO NACIONAL DE FALUD

eereesursannes
Pivizidona
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EXPERTO N° 4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS DE Campylobacter jejuni
IMPACTO EN LASALUD PUBLICADE Campylobacter jejuni AISLADAS DE PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2018-2020
METODO DISCO IFUESION (DO) T M GENEE DE VIRULENCIA: PCR para setorminar b prosencia do gors VARSABILIDAD GENOMICA
* m M e ﬁ; "“'ETT“ N e csn:n'n qlsEuul (serEm csﬁm E—%‘l E-TEEaT Eu'l'-';l'l T S AT ST e ::n-llall:lnl quinclonas Pacriooe Metracicline. &T compLei | OSSE
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Ciprofioxacina (CIP), Entromicina (E), Tetraciclina (TE) Acido Malididco(MA) @: Diametro. © Interpretacian, MIC: Concentracion Minima Inhibitonia, LPS: Lipooligosacaridos, E-TEST: Prueba de epsilometria, ST: Secuencias tipo

Enesta ficha de recoleccion de datns, se regisiraran odos los resultados obtenidos de los ensayos fenotipicos y genotiplcos de Campylobacter fejuni asilados de los pacientes con Sindome de Guitain Bamé (SGB)y de aves de comal: En log ensayos de DD, se registrar el diametro del halo de
inhibicidn y suinterpretacion segun la CLSE2019, EN los ensayos de E-TEST, se registrara la MIC | en loa ensayos de PCR para determinar la presencia de genes de virdencia se registraran la presencia o ausencia del gen, en cuanto a la resistencia antimicrobina: GyrA (se registrard la mutacidn
enconiratada), 235rRMA (se registrard |a mutacion encontratada) y en cuanio al gen TetO se registrard la presencia o ausencia del gen, asi mismeo se registrara el rumero del 5T y complejo clonal que pertenece cada cepa
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INFORME DE OPINION DEL JUICTO DE EXPERTO

DATOS GENERALFES

L6 Apellidos y nombres del informante: LOZANO ZANELLY GLENN ALBERTO

1.7.Cargo e Institucion donde labora: Docente Universidad Nacional Federico Villareal

|.8. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccidn de datos de las
caracteristicas fenotipicas v genotipicas de Campylobacter jefuni

1.9, Titulo del proyecto: “IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA DE Compylobacter jejuni AISLADAS DE
PACIENTES CON SINDROME DE GUILLIAN BARRE. PERU, 2019-2020"
1.10.  Autor del instrumento: Willi Quino Sifuentes

ASPECTOS DE VALIDACION

Deficiente Baja Regular Buena Muy bueno
Indicadores Criterios Of 6 [ 11| 1620 [26 |30 |36 |41 |46 |51 |56 |61 |66 |TL]7T6 (81 |8B6] 91 | 96
S{ID) 05| 20[25 |30 [35)40 | 4550|5560 [65 |70 |75 (80 85 |90 95 | 100
1. CLARIDAD Esta formulade con 9]
lemguaje apropiado
; Esta expresado en
o] ry 7 K
SR conductas observables 80
3. ACTUALIDAD .-\dic.-:uudu al ara.m.'c. de %6
la ciencia pedaghzica
4. ORGANIZACION i-..xl:w'b: una organizacion el
logica
e Comprende bos aspectos
5. SUFICIENCIA en cantidad y calidad B0
Adecuado para valorar
6. INTENCIONALIDAD los. instrumentos de 95
Investigacin
7. CONSISTENCIA T 100
tedricos cientificos
5. COHERENCIA ke et 95
indicadores
) La estrategia responde al 100
9. METODOLOGIA proposito del
diagnostico
10. PERTINENCIA e 85
la investigacion
r oL 91.2
PROMEDIO DE YALORIZACION:
OPINION DE APLICABILIDAD: a) Deficiente b) Baja ¢) Regular d) Buena e) Muy buena
MNombres v Apellidos: | GLENN ALBERTO LOZANO ZANELLY [ DNIN® 09202397
Direccion Saco Miveros 171-602
s e N— 998037569
domiciliaria: Sta. Beatriz. Lima Teléfono! Celular
Titulo Profesional Médico Cirujano
Grado Académico: Doctor
Mencion: Doctor en Medicinay Doctor en Educacion

J’.’:':rrn"::-!:&r'. Sy o
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Anexo E. Resultados de la validacion por juicio de expertos
INSTRUMENTO N° 1

CONDICIONES DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA
DETECCION DE GENES RESPONSABLES DE LA VIRULENCIA, RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA Y PRESENCIA DE LIPOLISACARIDOS DE Campylobacter
jejuni
(VALORIZACION DE LOS JUECES)

Nombres y apellidos acz(i}dre?r(ril(i)co pr(;lg;?nal l\)/gl)(r)l;iezdai:igr? Resultado
Ronnie Gavilan Chavez Doctor Biologo 91.2 Aplicable
Zully Pullen Guerra Doctor Biologo 87.6 Aplicable
Oscar Escalante Maldonado Doctor Bidlogo 92.3 Aplicable
Glenn Lozano Zanelly Doctor Médico cirujano 87.6 Aplicable
Conclusion:

Segun el resultado, el promedio de los resultados de la valorizacion de los cuatro expertos fue

90 en la escala de 0 a 100, por lo que se considera que el instrumento posee adecuada validez.

INSTRUMENTO N° 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LAS CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS DE Campylobacter jejuni
((VALORIZACION DE LOS JUECES)

Nombres y apellidos acgirgri(i)co prc};‘iet;lil:nal Sg?giezdej;gs Resultado
Ronnie Gavilan Chéavez Doctor Biodlogo 92.3 Aplicable
Zully Pullen Guerra Doctor Biodlogo 91.2 Aplicable
Oscar Escalante Maldonado Doctor Bidlogo 91.2 Aplicable
Glenn Lozano Zanelly Doctor Meédico cirujano 91.2 Aplicable
Conclusion:

Segun el resultado, el promedio de los resultados de la valorizacion de los cuatro expertos fue
91.5 en la escala de 0 a 100, por lo que se considera que el instrumento posee adecuada

validez.



