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RESUMEN

Objetivo: Aislar especies de Campylobacter en muestras de heces de nifios con
diarrea, mediante metodologia combinada, en el Laboratorio de Microbiologia
del Instituto Nacional de Salud del Nifio, 2023. Método: El estudio es de tipo
cuantitativo, prospectivo, de disefio observacional, descriptivo, transversal. El Instrumento
empleado fue una Ficha de Recoleccion de Datos y se evalu6 mediante programas
estadisticos. Resultados: Se procesaron 290 muestras de heces de nifios con diarrea, las que
fueron cultivadas con medio selectivo y con metodologia combinada para el aislamiento de
especies de Campylobacter. Se aislaron 11 especies de Campylobacter, representando el 35%
de los patdgenos entéricos. La metodologia combinada propuesta alcanza una sensibilidad
del 91% vy una especificidad del 100%. También se evaluo la tincion Gram interrumpido-
Vago para la deteccion microscopica de Campylobacter, alcanzando una sensibilidad del 64%
y una especificidad del 97%. Conclusiones: EIl uso de la metodologia combinada
presenta buena performance para el aislamiento de especies de Campylobacter,
permitiendo obtener mayor nimero de colonias aisladas que pueden satisfacer el realizar
pruebas de identificacion y susceptibilidad, sin necesidad de reaislamientos posteriores con

el consiguiente retraso de los resultados de laboratorio.

Palabras clave: Campylobacter, método de cultivo, método de filtracion



ABSTRACT

Objective: To isolate Campylobacter species in stool samples from children with diarrhea, using a
combined methodology, in the Microbiology Laboratory of the National Institute of Child Health,
2023. Method: The study is quantitative, prospective, observational, descriptive, and cross-
sectional. The instrument used was a Data Collection Sheet and it was evaluated using statistical
programs. Results: 290 stool samples from children with diarrhea were processed, which were
cultured with selective medium and with a combined methodology for the isolation of
Campylobacter species. 11 species of Campylobacter were isolated, representing 35% of enteric
pathogens. The proposed combined methodology reaches a sensitivity of 91% and a specificity of
100%. The interrupted Gram-Vague stain was also evaluated for the microscopic detection of
Campylobacter, reaching a sensitivity of 64% and a specificity of 97%. Conclusions: The use of the
combined methodology presents good performance for the isolation of Campylobacter species,
allowing obtaining a greater number of isolated colonies that can satisfy the identification and
susceptibility tests, without the need for subsequent reisolations with the consequent delay in

laboratory results.

Keywords: Campylobacter, culture method, filtration method



1. INTRODUCCION

Campylobacter, un patégeno transmitido por los alimentos, es una de las principales
causas de gastroenteritis humana y representa aproximadamente 96 millones de casos anuales
en todo el mundo. En paises industrializados afectan a nifios y adultos, mientras que, en los
paises en desarrollo, la enteritis por Campylobacter es casi exclusivamente una enfermedad
pedidtrica, siendo frecuente en menores de 5 afios. Para el aislamiento de especies de
Campylobacter a partir de muestras de heces, en la actualidad se utilizan métodos tradicionales,
los cuales son lentos y laboriosos, y requieren una incubacién prolongada a 42 °C en una
atmosfera microaerofila, y el uso de medios de cultivo con suplemento antibi6tico,
generalmente costosos. Se han descrito varios medios de cultivo para el aislamiento selectivo
de Campylobacter, la mayoria de ellos contienen sangre y antibioticos. Por desgracia, algunas
cepas de Campylobacter son sensibles a algunos de los antibioticos incorporados en los medios
de cultivo, estas cepas por lo general son distintas de C. jejuni, C. coli y C. lari. Siendo
Campylobacter el principal agente de diarrea en nifios, es importante su aislamiento e
identificacion, la cual contintia siendo aun bastante problematica, sumado a la gran variabilidad
de factores involucrados en su aislamiento, por lo que, se hacen necesarios la implementacion
de metodologias, que aseguren revertir este escenario. Estas razones nos llevaron a investigar
y proponer, una metodologia combinada libre de antibidticos, simple y de bajo costo, para el
aislamiento de especies de Campylobacter, a partir de muestras de heces de nifios atendidos en

el Instituto Nacional de Salud del Nifio Brefia, periodo de enero a marzo del 2023.

1.1  Descripcion y formulacion del problema.

1.1.1. Descripcion del problema



Segun la Organizacion Mundial de la Salud, los productos alimenticios inseguros
causan 600 millones de casos de enfermedades transmitidas por alimentos y 420.000 muertes

al afo, especialmente en nifios y ancianos. (Backert, 2021).

Campylobacter, un patdgeno transmitido por los alimentos, es una de las principales causas de
gastroenteritis humana y representa aproximadamente 96 millones de casos anuales en todo el

mundo. (Asuming-Bediako et al., 2019; Kaakoush et al., 2015)

El género Campylobacter comprende 33 especies. Estas son bacterias Gram-negativas,
microaerdfilas, mdviles, curvas o en forma de espiral. La campilobacteriosis es una de las
principales gastroenteritis de origen bacteriano transmitidas por los alimentos. El curso de la
enfermedad, generalmente autolimitado, se caracteriza por nduseas, fiebre, calambres
abdominales, diarrea acuosa a sanguinolenta y vomitos. En casos graves, la campilobacteriosis
se asocia con complicaciones posinfecciosas graves, como dafio del sistema nervioso
periférico, sindrome de Miller Fisher, sindrome de Guillain-Barré, y artritis reactiva. (Strakova

et al., 2021; Chlebicz y Slizewska, 2018; Burnham y Hendrixson, 2018)

Normalmente las especies de Campylobacter se transportan en el tracto intestinal de
muchos animales domésticos, como aves de corral, bovino, ovino, caprino, porcino, asi como
animales salvajes y aves, siendo las heces de estos animales una fuente importante de
contaminacion. Los seres humanos se infectan por la ingesta de carne poco cocida, o por la
manipulacion de productos crudos o por la contaminacion cruzada de alimentos crudos con
alimentos cocidos, por nadar en aguas naturales, por el contacto directo con animales o
cadaveres de animales contaminados y por viajar. Las especies patdgenas de Campylobacter
implicadas en infecciones en humanos incluyen, C. jejuni, C. concisus, C. rectus, C.
hyointestinalis, C. insulaenigrae, C. sputorum, C. helveticus, C. lari, C. fetus, C. mucosalis, C.

coli, C. upsaliensis y C. ureolyticus. Siendo, C. jejuni y C. coli las especies mas cominmente
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reportadas en humanos, y se reconocen como los agentes causales mas comunes de
gastroenteritis bacteriana en el mundo. El uso, abuso y mal uso de antimicrobianos en animales
destinados al consumo, sobre todo en paises en desarrollo, ha dado lugar a la aparicion y
diseminacion de bacterias resistentes a los antimicrobianos, Campylobacter no escapa a esta
realidad generando un impacto potencialmente grave en la inocuidad de los alimentos tanto en
la salud animal como humana. (Hagos et al., 2021; Garcia-Sanchez et al., 2018; Kuhn et al.,

2018; Schreyer et al., 2022)

En Europa, desde 2005, las especies de Campylobacter son el patégeno entérico mas
frecuente informado al Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades, con
71 casos por 100 000 en 2014. Sin embargo, las tasas de incidencia varian mucho entre paises.
La incidencia de las infecciones por Campylobacter spp. probablemente se subestima, debido
a la falta de un enfoque sistematico en los métodos de aislamiento y el reporte no sistematico

de los casos diagnosticados. (Tilmanne et al., 2019)

Solo en los EE. UU., se estimd que las enfermedades causadas por Campylobacter en
humanos le cuestan al gobierno americano una carga de hasta $6200 millones al afio. También
se reportd que Campylobacter causa enfermedad diarreica con una frecuencia de 2 a 7 veces
mayor que las especies patdgenas de Salmonella, Escherichia o Shigella, dicho panorama no

dista mucho de otras naciones desarrolladas. (Backert, 2021)

En Alemania, por ejemplo, los informes estadisticos anuales del Instituto Robert Koch
indican que la incidencia de casos de Campylobacter notificados, constituyo el 45y el 77 % de
todas las infecciones bacterianas intestinales notificadas en 2006 y 2019, respectivamente. Sin
embargo, se estimo que es probable que el nimero real de casos de campilobacteriosis en

Alemania y otros paises sea mucho mayor y supere en mas de cuatro veces las estadisticas
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publicadas. Por lo tanto, las infecciones por Campylobacter causan una alta carga

socioecondémica. (Backert, 2021)

Moffatt et al. (2020) estudian las caracteristicas de los brotes de gastroenteritis por
Campylobacter del 2001 a 2016. De los 84 brotes por Campylobacter, 51 (61 %) se clasificaron
como transmitidos por alimentos. Se identificaron vehiculos alimentarios especificos para 33

(65 %) de los brotes, con 28 (85 %) relacionados con pollo o platos que contenian pollo.

En Australia, Moffatt et al. (2021) analizaron los datos de un hospital de nivel provincial
para identificar las hospitalizaciones asociadas a Campylobacter entre 2004 y 2013. Ellos
encontraron un total de 685 admisiones hospitalarias asociadas a Campylobacter. La tasa media
anual de hospitalizacion fue del 13,6%. Las tasas de hospitalizacion fueron mas altas para las
mujeres en la mayoria de los grupos de edad, mientras que para ambos sexos se observaron
aumentos marcados para los mayores de 60 afios. La mediana de edad de ingreso fue de 39,5
afios, con una estancia media de 3,5 dias. Las comorbilidades estuvieron presentes en el 34,5
% (237/685) de los ingresos, siendo estos pacientes mas propensos a desarrollar trastornos
electroliticos, hipotension, insuficiencia renal o confusion aguda. Se observo bacteriemia y
dafo renal agudo en el 4,1% (28/685) y el 3,6% (23/685) de los ingresos, respectivamente. La

mortalidad hospitalaria fue baja (0,15%).

En Shanghai, China, en un estudio de deteccion etioldgica de diarrea en nifios, desde
enero de 2015 hasta diciembre de 2018, se encontré que, a partir de muestras fecales, se
identificaron patogenos entéricos en 1572 (58,4%) de los 2692 nifios estudiados con diarrea
aguda. Los virus se detectaron con mas frecuencia, 41,3%, que las bacterias, 25,0%. Rotavirus
(16,0 %), norovirus (15,5 %) y Salmonella spp. no tifoidea (10,3 %), siendo los principales
patdgenos responsables de la diarrea en los nifios de Shanghai, y para Campylobacter spp.

(3,6%) relativamente bajo. (Chang et al., 2021)
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En Sudafrica, se encontrd una prevalecia de 13.2% en infecciones por Campylobacter
en nifilos menores de 2 afios, y con mayor frecuencia en las heces diarreicas (20,4 %) en
comparacion con las no diarreicas (12,4 %). La prevalencia de Campylobacter aumenté con la
edad de los nifios hasta los 11 meses, despueés de lo cual la prevalencia disminuyd6. (Samie et al.,

2022)

En Guinea-Bissau, Africa oriental, en un estudio de prevalencia en nifios menores de
cinco afios con y sin diarrea, se estudiaron muestras de heces mediante reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real (qQPCR), encuentran que, de los 429 nifios, 228 con y 201 sin
diarrea, el 96,9% y el 93,5% tenian hallazgos de patdgenos bacterianos, el 62,7% y el 44,3%
virales, y el 52,6% y el 48,3% parasitarios, respectivamente. Estando Campylobacter presente
en nifios con diarrea, 53,2 %, frente a 51,8 % sin diarrea. Concluyendo que todos los patdgenos
investigados de las heces resultaron comunes en todos los nifios independientemente de que

tuvieran o no diarrea. (Mero et al., 2021)

En Nueva Zelanda, Oceania, Jeffs et al., 2019, describen aspectos epidemiolégicos de
la gastroenteritis por Campylobacter en nifios menores de 15 afios, desde 1997 hasta 2016. De
los 39.970 casos notificados, el 59,1% fueron del sexo masculino y se produjeron 1458
hospitalizaciones de los cuales el 61,8% fueron del sexo masculino. Antes de 2006, las tasas de
notificacion aumentaron un 3,4 % anual, con un pico de 340 notificaciones por cada 100 000
nifios en 2003. De 2006 a 2008, las tasas de notificacion y hospitalizacion cayeron un 25% y
un 30%, respectivamente. Desde 2008, las tasas de incidencia estandarizadas por edad se han
mantenido estables en 161 notificaciones, y 6,73 hospitalizaciones por cada 100 000 nifios por
afio. Las tasas de notificacion fueron mas altas en nifios de 1 a 4 afios de edad y solo una

pequefia proporcidn de casos necesitaron de hospitalizacion. (Jeffs et al., 2019)
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En Irlanda, O'Connor et al. (2020) describen la epidemiologia de Campylobacter y las
tendencias a lo largo del tiempo. Los casos notificados de campilobacteriosis comprendieron
de 2004-2016, por edad, sexo, area geografica, temporada y tendencias a lo largo del tiempo.
Hubo 27.034 casos de campilobacteriosis notificados. La incidencia anual bruta oscilé entre
36,2 y 54,4 por 100.000 habitantes. La incidencia fue mayor en varones, menores de 5 afios.
En 2011, observaron un aumento escalonado en la incidencia bruta anual en general, en ambos

sexos, todos los grupos de edad y la mayoria de las areas geogréaficas.

Aunque las infecciones sintomaticas afectan a nifios y adultos en paises industrializados,
en el mundo en los paises en desarrollo, la enteritis por Campylobacter es casi exclusivamente
una enfermedad pediatrica, inclusive nos atrevemos a asegurar el grupo etario mas prevalente

es menores de 5 afos. (Sainato et al., 2018)

En México, Larrosa et al. (2010) reportan una prevalencia de algunos enteropatdégenos
en lactantes y preescolares con diarrea aguda. En un periodo de dos afios evaluaron 5459
muestras de heces. Cryptosporidium parvum fue el parésito identificado con mayor frecuencia
(5,1%), seguido de Giardia lamblia (1,2%). Campylobacter jejuni se aisl6 en 858 casos
(15,7%) y fue el enteropatdgeno mas frecuente en general, encontrado en todos los meses del

afio con un ligero aumento en su frecuencia de mayo a agosto.

En Guatemala, Benoit et al. (2014) describen la epidemiologia de las infecciones
diarreicas por Campylobacter, confirmadas por laboratorio en dos centros de vigilancia, desde
enero de 2008 hasta agosto de 2012. De 5137 muestras de heces recolectadas, se aisl6 306
(6,0%) Campylobacter. En los nifios menores de 5 afios, la incidencia anual fue de 1288,8 por
100 000 nifios en Santa Rosa y 185,5 por 100 000 nifios en Quetzaltenango. Entre 224 pacientes
de atencion ambulatoria con Campylobacter, 169 (75,5 %) recibieron metronidazol o

trimetoprim-sulfametoxazol, y 152 (66,7 %) recibieron o se les prescribio terapia de
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rehidratacion oral. Se probaron las susceptibilidades a los antimicrobianos en 96 aislamientos;
57 (59,4%) fueron resistentes a ciprofloxacino y 12 (12,5%) MDR (resistencia a >3 clases de
antimicrobianos). Se logra apreciar que la resistencia a los antimicrobianos era alta y la

rehidratacion oral subdptima.

En Perd, Pollett et al. (2012) describen las tendencias en la prevalencia de los
aislamientos de C. jejuni y C. coli, a partir de muestras de heces, resistentes a fluoroguinolonas
y macrdlidos en tres regiones de Perd, Lima, Iquitos y Cusco, durante un periodo de diez afios,
distribuidos en dos periodos, 2001-2005 y 2006-2010. Se analizd la susceptibilidad a
ciprofloxacina, azitromicina y eritromicina en 4652 aislamientos; 3419 de Lima, 625 de lquitos
y 608 de Cuzco. Se encontré que la prevalencia de aislamientos de C. jejuni resistentes a
ciprofloxacino aument6 en las areas de estudio de Lima (73,1% a 89,8%) e lquitos (24,1% a
48,9%). Las tasas de C. coli resistente a ciprofloxacina también aumentaron en Lima (48,1% a
87,4%) y Cusco (10,0% a 65,9%). Se observaron aumentos pequefios pero significativos en la
prevalencia de C. jejuni resistente a la azitromicina y resistente a la eritromicina en Iquitos (2,2
% a 14,9 %; 3,2 % a 14,9 %) y las tasas de C. coli resistente a la eritromicina aumento6 en Lima
(0,0% a 5,3%). La prevalencia de aislados de C. jejuni resistentes tanto a la ciprofloxacina como
a la azitromicina aumenté en lquitos (0,3 % a 14,9 %) y Lima (0,3 % a 1,6 %), y la prevalencia
de C. jejuni aislados resistentes tanto a ciprofloxacina como a eritromicina aumentaron en
Iquitos (0,0% a 14,9%). La prevalencia de C. coli resistente a ciprofloxacina y eritromicina
aument6 en Lima (0,0% a 5,3%). Estos datos encontrados sirven para el manejo empirico de la
enterocolitis guiando el uso apropiado de antimicrobianos, asi como para el estudio de la

vigilancia de estos importantes agentes bacterianos en el Perd.

En Per(, Zerpa et al. (2004) en el Instituto Especializado de Salud del Nifio, hoy
Instituto Nacional de Salud del Nifio — Brefia, presentan una frecuencia de bacterias

enteropatogenas aislados en coprocultivos de nifios con enfermedad diarreica aguda (EDA).
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Trabajaron 3401 muestras de heces frescas de nifios atendidos por cuadros de EDA durante
enero a julio de 2004. Para el estudio de las especies de Campylobacter, se uso6 la microscopia
con la tincion de Vago y el aislamiento mediante el coprocultivo, utilizando filtros de 0,45 um
de porosidad e incubados en microaerofilia por el método de la Klebsiella. De los 3401
coprocultivos se aislo 352 enteropatogenos. Del total de positivos, Campylobacter lari en 146
casos (41,5%), C. jejuni/coli en 48 casos (13,6%), Shigella en 143 casos (40,7%) y Salmonella
en 15 casos (4,3%). No se investigo E. coli enteropatdgenas. Del total de Campylobacter, 62
% correspondié a menores de 1 afio, 26% de 1 a 4 afios y 10% de 5 afios a mas, siendo 58% del
sexo masculino y 42 % del sexo femenino. Los investigadores concluyen que C. lari resulto el
enteropatdgeno mas frecuente en los coprocultivos en el periodo estudiado (41,5%); el grupo
etario mas afectado fue el de menores de un afio (61%); la razon sexo masculino/ femenino fue

1,4.

Teniendo en cuenta todos estos hechos, podemos resumir que la campilobacteriosis es
una enfermedad inflamatoria intestinal grave que afecta a la poblacion humana mundial, y en
especial en los paises en desarrollo, las infecciones por Campylobacter son especialmente

frecuentes en menores de 5 afios, en los que a veces son mortales.

Para el aislamiento de especies de Campylobacter a partir de muestras de heces, en la
actualidad se utilizan métodos tradicionales, los cuales son lentos y laboriosos, y requieren una
incubacion prolongada a 42 °C en una atmosfera microaeréfila, y el uso de medios de cultivo
con suplemento antibiotico, generalmente costosos. Se han descrito varios medios para el
aislamiento selectivo de Campylobacter a partir de muestras humanas, en general, la mayoria
de ellos contienen sangre y antibidticos. Pero todos los medios convencionales estandar
recomendados para el aislamiento de Campylobacter incorporan antibiéticos para lograr una
tasa maxima de aislamiento. Por desgracia, algunas cepas de Campylobacter son sensibles a

algunos de los antibioticos incorporados en los medios de cultivo, estas cepas por lo general
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son distintas de C. jejuni, C. coli y C. lari. Aun asi, los antimicrobianos, como cefalotina,
colistina y polimixina B, también inhiben algunas cepas de C. jejuni y C. coli. (Baserisalehi

et al., 2004)

Ante tan sombrio panorama respecto del aislamiento primario de las especies de
Campylobacter, se recurren a otras variantes para el aislamiento selectivo de esta bacteria, uno
de ellos es el método de filtracion (MF) en agar sin antibidticos, con una incubacion a una
temperatura inferior, 37 °C. A veces se usa un paso de enriquecimiento inoculando la muestra
en un caldo antes de colocar las heces en el filtro, este enriquecimiento previo en muestras de
heces humanas, resultan innecesarias, siendo Util si en muestras con baja concentracion de
bacterias, como agua o alimentos. Para el MF se han utilizado diferentes tipos de agar, en su
mayoria sin antibioticos. EI agar Mueller-Hinton y el agar base Columbia sangre de carnero se
han utilizado durante décadas, siendo el medio Columbia preferido para el crecimiento de
especies de Campylobacter. Otro detalle respecto al MF es el material y tamafio de poro del
filtro utilizado. Se sabe que los filtros de acetato de celulosa (AC) con un tamafio de poro de
0,65 pm, utilizados en el primer MF, tienen una mejor sensibilidad que los filtros de AC con
un tamano de poro de 0,45 um, pero también aumentan la posibilidad de desarrollo de bacterias
contaminantes. Nielsen et al. (2013) compararon filtros de policarbonato (PC), con un tamafio
de poro de 0,6 um vy filtros de AC con un tamafio de poro de 0,65 um, y encontraron que C.
concisus significativamente se aislaba mas, usando el filtro de PC con una menor

contaminacién con flora fecal comensal.

Otra innovacion es la aportada por Baserisalehi et al. (2004), esta se basa en la
centrifugacion de las muestras, en este caso de aguas contaminadas, a 4500 g durante 10 min
sedimentando la mayoria de las bacterias junto con Campylobacter. Pero luego de reposar las

muestras por 10 minutos a temperatura ambiente, solo las bacterias mdviles podrian migrar del
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sedimento al sobrenadante, como Campylobacter, preciso momento en que se toma una asada

de la superficie del sobrenadante para su aislamiento en medio selectivo.

Zerpa et al. (1984) en el Hospital del Nifio, Lima Perd, describen un método bioldgico
(variante del principio de Fortner) para el cultivo de C. jejuni. Se utiliz6 una cepa de Klebsiella
pneumoniae para disminuir la tension de oxigeno en una placa de Petri sellada herméticamente
con un dispositivo de jebe especial, concluyendo que el método constituye otra alternativa

simple y de bajo costo para el aislamiento de C. jejuni.

En Perd, el 2022 el Ministerio de Salud mediante la Resolucion Ministerial N°830-
2022/MINSA. Por la cual se aprueba la Directiva Sanitaria N° 146-MINSA/CDC-2022,
“Directiva Sanitaria para la Vigilancia Epidemiologica de la EDA por Campylobacter spp. en
hospitales centinelas”. Dicha norma tiene por finalidad Contribuir a disminuir la morbilidad
por las EDA por Campylobacter spp. en la poblacion del pais, proponiéndose como objetivo
general, el de implementar la vigilancia centinela laboratorial de las EDA, por Campylobacter
spp. en hospitales centinelas. Entre sus objetivos especificos, cita la norma, estan las de,
Establecer el procedimiento estandarizado de la vigilancia epidemioldgica centinela de EDA
por Campylobacter spp. en los hospitales centinelas del Peru; detectar precozmente los casos
de EDA por Campylobacter spp. y controlar la difusion de la enfermedad y establecer medidas
de control de la difusion de la enfermedad, de prevencion y evitar brotes en la poblacion.
Gracias a esta norma los laboratorios de microbiologia de nuestros hospitales, deben garantizar
la correcta conservacion y procesamiento de las muestras provenientes de pacientes con
sospecha de EDA por Campylobacter spp. (Resolucion Ministerial N°830-2022/MINSA. Por
la cual se aprueba la Directiva Sanitaria N° 146-MINSA/CDC-2022, “Directiva Sanitaria para
la Vigilancia Epidemioldgica de la EDA por Campylobacter spp. en hospitales centinelas” (14

de octubre del 2022). Normas legales N° 16861. Diario Oficial El Peruano., s. f.)
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1.1.2. Formulacion del problema general

e (Se podran aislar las especies de Campylobacter en muestras de heces de nifios con
diarrea, mediante metodologia combinada atendidos en el Instituto Nacional de

Salud del Nifo, Lima-Pert 2023?

1.1.3. Formulacion de los problemas especificos

e (Se podran determinar la sensibilidad y especificidad de la metodologia combinada
para la deteccion de especies de Campylobacter en muestras de heces?

e ;Se podran determinar la sensibilidad y especificidad de la coloracién Vago para la
deteccion microscdpica de Campylobacter en muestras de heces?

e (Se podra determinar la frecuencia de las diferentes especies de Campylobacter en
las muestras de heces de nifios con diarrea que acuden al instituto Nacional de Salud
del Nifio, Lima-Per 2023

e ;Se podra determinar la frecuencia de especies Campylobacter segun grupos etarios

en el Instituto Nacional de Salud del Nifio, Lima-Per( 2023

1.2. Antecedentes

1.2.1. A nivel internacional

Strakova et al. (2021) con el objetivo de desarrollar un método universal para el
aislamiento de Campylobacter termotolerantes de agua turbia que pueda complementar la
norma ISO. Se recolectaron en total 36 muestras de agua para la deteccion paralela de
Campylobacter termotolerantes por 2 métodos. Las muestras se recolectaron durante todas las
estaciones del afio para cubrir las condiciones durante todo el afio, principalmente de estanques
y lagos en 17 localidades de la Republica Checa. En el novedoso método de cultivo rapido

presentado, las muestras se centrifugan a alta velocidad y el precipitado resuspendido, se
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inoculan en un filtro, el cual descansa sobre un agar desoxicolato, cefoperazona, carbén
modificado (MCCDA) selectivo. Las bacterias mdviles pasan a través de los poros del filtro y
el agar mCCDA suprime el crecimiento de la microbiota acompafante. EI método modificado
resulta ser mas eficaz en la deteccion de Campylobacter termotolerantes: el 44 % de las
muestras dieron positivo para Campylobacter con el método modificado y el 28 % con el
método 1SO estandar. Los investigadores concluyen que el método propuesto fue mas eficiente,

mas rapido y mas facil de aplicar que el método ISO.

Hou et al. (2018) evaluaron la eficiencia de recuperacion y la especificidad del método
de filtracion con jeringa, y también compararon este método con el método de filtracion por
membrana para el aislamiento de Campylobacter spp. en muestras de heces. El estudio se
realizd en el Departamento de Microbiologia del Centro de Enfermedades y Prevencion de
Guangzhou, de marzo a agosto de 2018 (25 semanas). Un filtro de jeringa con un tamafio de
poro de 0,45 um logré la tasa de recuperacion mas alta (0,29 %), mientras que los filtros de
membrana de policarbonato con un tamafio de poro de 0,6 um y 0,4 pm recuperaron menos
Campylobacter, con 0,01 % y 1,3%x10-3 %, respectivamente. También analizaron 601 muestras
de heces diarreicas utilizando métodos de filtracion por membrana y jeringa. Se aislaron un
total de 23 C. jejuni/coli a partir de la filtracion con jeringa y membrana; nueve y uno se aislaron
solo con jeringa o solo con membrana, respectivamente (p < 0,05). Concluyeron que la
combinacion de filtracion con jeringa y caldo de enriquecimiento es una opcién Util para
aumentar la selectividad y reducir la contaminacién en el aislamiento de Campylobacter a partir

de muestras de heces.

Hsieh et al. (2017) evaluaron 5 medios basales (Bolton, Columbia, Mueller-Hinton,
TSA 'y MacConkey), ademas de temperaturas de incubacion y suplementos adicionales, para el
crecimiento optimo de 16 Campylobacter spp. de 24 cepas de referencia ATCC. De los

resultados se encontré que, de los medios evaluados, Bolton o Columbia con sangre y
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suplementados con antibioticos, fueron los medios selectivos dptimos para la mayoria de los
aislamientos de las 16 especies probadas. Respecto al estudio de la temperatura Optima de
desarrollo, se encontré que todas las especies podrian crecer bien a 37 °C, sin embargo, a 42
°C, no se notd tanto crecimiento, no observandose diferencias significativas de crecimiento
entre los medios probados (P>0.05), excepto que las colonias incubadas a 42 °C fueron mas
pequefias en comparacion con las colonias que desarrollaron a 37 °C; concluyendo que los
medios de Bolton o Columbia con sangre, fueron los medios de cultivo optimos para el
crecimiento de la mayoria de Campylobacter spp., en presencia o ausencia de suplementos que
incluyen sangre animal y antibioticos; adicionalmente, la temperatura de incubacién a 37 °C

con un ambiente microaerdbico fue mejor para el aislamiento y el cultivo.

Nachamkin y Nguyen (2017), realizaron un estudio para determinar la frecuencia y
relevancia clinica de las especies de Campylobacter a partir de cultivos de heces. Se Cultivaron
225 muestras fecales enviadas al Laboratorio de Microbiologia Clinica del Hospital de la
Universidad de Pensilvania de septiembre a diciembre de 2016 (10 semanas), usando el método
de filtracion. Se recuperaron 23 Campylobacter spp. de las muestras procesadas, incluidas C.
jejuni, C. coli, C. lari (n=10) y otras especies (n=13). Todas las muestras de las que se aislaron
C. jejuni, C. coli o C. lari utilizando el método de filtracion también dieron positivo en el ensayo
molecular multiplex del panel entérico de Verigene. De los 13 (5.8%) aislamientos, distintos
de C. jejuni, C. coli y C. lari, 4 se recuperaron con filtros de nitrocelulosa de 0,45 um (30,7 %),
8 (61,5 %) se recuperaron con filtros de nitrocelulosa de 0,65 pum y 13 (100%) se recuperaron
de filtros de policarbonato de 0,6 um, lo que sugiere la superioridad de los filtros de PC para la
recuperacion de Campylobacter spp.; de estos aislamientos, 8 correspondieron a
Campylobacter concisus, siendo este la especie mas frecuente. De los resultados encontrados

concluyen gue se justificarian estudios adicionales en poblaciones de Estados Unidos.
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Nielsen et al. (2015) realizaron un estudio cuyo objetivo fue comparar la técnica de
filtracion optimizada mediante filtros PC con el agar mCCDA para el aislamiento de C.
jejuni/coli a partir de muestras de heces. El estudio se realizo entre enero de 2013 y diciembre
de 2013 en el Departamento de Microbiologia Clinica del Hospital Universitario de Aalborg,
Dinamarca. Se cultivaron 5963 muestras de heces diarreicas humanas, de 4094 pacientes. Para
la técnica filtracion optimizada, se colocaron filtros de PC con un didmetro de 47 mm y un
tamafio de poro de 0,60 um, sobre la superficie de una placa de agar sangre enriquecida con
levadura al 5 %. Las heces liquidas se usaron directamente, mientras que las heces blandas se
homogenizaron agregando solucién salina isotonica (1:1). Luego, las heces se colocaron
encima de los filtros de PC y se dejaron filtrar pasivamente durante 60 min a 37 °C en una
atmosfera ambiente. Después de la filtracion, los filtros se retiraron cuidadosamente con pinzas
estériles y se desecharon, después las placas se incubaron a 37 °C en una atmdsfera
microaerobica hidrdégeno-enriquecida (6 % 02, 6 % CO2, 3 % H2 y 85 % N2) y examinadas
después de 48 horas. Se aislaron 385 aislamientos de C. jejuni/coli, de los cuales 376 se aislaron
tanto con la técnica de filtro PC como con agar mCCDA, 6 se aislaron solo con la técnica de
filtro PC y los 3 se aislaron solo con mCCDA.. Concluyen que la técnica del filtro de PC no es

inferior en comparacion con agar mMCCDA para el aislamiento de C. jejuni/coli a 37 °C.

Nielsen et al. (2013) evaluaron la técnica de filtraciéon mediante la comparacién de 2
filtros diferentes, un filtro de PC y un filtro de AC para el aislamiento de Campylobacter spp.,
especialmente C. concisus. El estudio se llevo a cabo desde febrero de 2012 hasta junio de 2012
en el Departamento de Microbiologia Clinica del Hospital Universitario de Aalborg,
Dinamarca. Se cultivaron 1791 muestras de heces diarreicas de 1377 pacientes, para la
deteccidn de bacterias patdgenas entéricas, con el uso de métodos de filtrado. Las heces liquidas
se usaron directamente, mientras que las blandas se mesclaron agregando solucion salina

isotonica (generalmente 1:1), y se colocaron 8 gotas de la suspension fecal sobre la membrana
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y se dejo filtrar pasivamente durante 40 minutos a 37 °C bajo atmdsfera ambiente. Después de
la filtracion, los filtros se retiraron cuidadosamente con pinzas estériles y se desecharon, y las
placas de cultivo se incubaron a 37 °C en una atmosfera microaerdbica enriquecida con
hidrogeno (6 % 02, 6 % CO2, 3 % H2 y 85 % N2), y se examinaron después de 2 y 4 dias. El
resultado mas saltante fue que encontraron una alta prevalencia de C. concisus con el uso del
filtro PC (n = 114) en comparacion con un filtro de AC (n = 79), concluyendo que el uso del

filtro PC es mejor en lugar del filtro AC cuando se cultive esta especie de Campylobacter.

Gharst (2013) en una revision acerca de las metodologias para aislar e identificar
Campylobacter spp. de alimentos, principalmente productos avicolas, encuentran que, respecto
a la temperatura de incubacién de muestras recomendada durante todo el procedimiento de
aislamiento es de 42°C. Se recomienda también el enriquecimiento de las muestras durante
48h, que puede realizarse en condiciones aerdbicas, para conseguir un nimero detectable de
Campylobacter. La transferencia de las muestras enriquecidas en caldos a medios de cultivo en
placa mediante filtros de membrana ayuda a obtener colonias puras de Campylobacter. El
medio de cultivo mCCDA es la mejor opcion entre todos los agares en placa. No es necesario
agregar sustancias inhibidoras de oxigeno o sangre al caldo de enriquecimiento para el
aislamiento de Campylobacter spp. Sin embargo, la adicion de sangre al agar en placa ayuda

en la identificacion diferencial de colonias presuntivas de ser Campylobacter.

Tilmanne et al. (2009) utilizaron un estudio de tres fases, para optimizar el método de
filtracion en el aislamiento de especies de Campylobacter, a partir de muestras de heces. En la
fase I, julio a setiembre 2014, comparan dos medios de cultivo en 1146 muestras de heces (Agar
Mueller-Hinton 5% sangre de carnero y Agar Columbia 5% sangre de carnero). En la fase I,
julio 2016, comparan dos tipos de filtros en 718 muestras de heces (filtros de PC con poro de
0,60 um vy filtros de AC con poro de 0,45 um) y en la fase III, enero 2018, adicionaron Hz a la

atmosfera de incubacion de 578 muestras de heces. Como resultados encontraron, que en la
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fase | hubo mejor crecimiento de Epsilobacteriaceae, al usar el Agar Columbia en lugar del
Agar Mueller-Hinton (21/22 cepas vs. 11/22, p < 0,05); en la fase 11, crecieron mas cepas con
filtro 0,6 de PC (90/91), que con filtro 0,45 AC (44/91) (p < 0,05); y en la fase Ill, las cepas
crecieron mejor adicionando 7% de hidrégeno que sin hidrogeno (90/98, 91,8%, vs. 72/98,
73,5%; p < 0,05). El estudio concluye que el uso de Agar Columbia 5 % de sangre de carnero,
con filtros de PC 0,6 um e incubados a 37 °C, en una atmosfera enriquecida con un 7 % de
hidrégeno producen un aumento de casi cuatro veces la tasa de aislamiento de

Epsilobacteriaceae.

Baserisalehi et al. (2004) desarrollaron un método compuesto de un procesamiento de
muestra (preT) y el uso de un medio de cultivo libre sangre y de antibidticos, para el aislamiento
y enumeracién de Campylobacter spp. de muestras ambientales. El procesamiento preT evaluo
el nimero méas probable, mientras que el medio de cultivo propuesto, seleccion6 bacterias
Gram-negativas y diferencié Campylobacter de bacterias competidoras fermentadoras de
lactosa. El preT consistié basicamente de centrifugar un volumen de agua residual a 4,500 g
por 10 min, luego de reposar por 10 min se tomé una asada del sobrenadante, para ser inoculado
en el medio de cultivo propuesto e incubarse a 37°C por 48 h en ambiente microaerobico. Se
muestrearon 106 muestras de heces y 57 de aguas residuales, Los resultados obtenidos para
preT de mezcla de cultivos puros de bacterias se encontrd que: Streptococcus faecalis no pudo
migrar del sedimento al sobrenadante después de la sedimentacion por centrifugacion incluso
a los 25 min, Proteus mirabilis y Escherichia coli se detectaron en el sobrenadante dentro de
los 20 minutos de reposo después de la sedimentacion. Se detectd C. coli en el sobrenadante a
los 5 min. Por lo tanto, en el caso de una mezcla de cultivos estandar, preT resulté en la
eliminacion completa de bacterias competidoras en el sobrenadante hasta 15 min de reposo.

Los investigadores concluyen que respecto al preT, es capaz de minimizar la poblacion de
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bacterias competidoras, y el medio KB selecciona bacterias Gram-negativas y diferencia a

Campylobacter de ellas, a partir de muestras ambientales sin usar antibiéticos.

Karmali y Fleming (1979) aplicaron el principio de Fortner para el aislamiento de
Campylobacter en muestras de heces. Treinta muestras de heces que se sabian eran positivas
para C. jejuni, se cultivaron en paralelo mediante el método de la bolsa y el método
convencional, el cual reemplazaba el aire por didéxido de carbono para lograr una tension de
oxigeno reducida. Después de 48 h de incubacién a 42 °C, se encontrd que C. jejuni se aislo de
las 30 muestras de heces por ambos métodos. Encontraron Util agregar un trozo de algoddon
hdmedo a la bolsa antes de la incubacion. Todos los aislamientos de las heces eran organismos
gramnegativos curvos o en espiral, que mostraban una motilidad en dardo similar a un
sacacorchos, cuando se observaban con un microscopio de contraste de fase. Todos los
aislamientos fueron microaeroéfilos estrictos, oxidasa, catalasa y nitrato positivo, e inertes a los
carbohidratos. Crecieron a 42°C pero no a 25°C y fueron sensibles a 30 pg de acido nalidixico
por ml. Se concluy6 que la atmédsfera generada por el uso del principio de Fortner es adecuada
para el crecimiento de C. jejuni. Es probable que tal atmdsfera tenga una tension de oxigeno
reducida y una tensién de dioxido de carbono aumentada como resultado del metabolismo del

organismo anaerobico facultativo.

1.2.2. A nivel nacional

Moya et al. (2018) comunican una alta resistencia antimicrobiana a fluoroquinolonas en
menores de dos afios, donde la especie mas frecuentemente aislada fue C. coli. En dicho estudio
analizaron 150 aislamientos de Campylobacter de muestras fecales de nifios, atendidos 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. Encuentran que la

especie con mayor frecuencia fue C. coli con 51%, seguido por 29,3% (44 cepas) de
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Campylobacter spp, y 30% (44 cepas) fueron aislamientos de C. jejuni. EI procesamiento de
las muestras consistio en cultivarlas en siete medios de cultivo, pero solo para el aislamiento
de Campylobacter se usé agar Karmali, y agar sangre de carnero 5% con filtro de membrana
con poro de 0,45um. Los aislamientos se verificaron por microscopia con tincion Gram

interrumpido, y los agares se incubaron a 42+1 °C por 72 horas en microareofilia.

Moya et al. (2016) evaltan el rendimiento diagndstico del agar sangre con filtro (ASF)
versus agar karmali (AK) para el diagnostico de Campylobacter en coprocultivo. Se
recolectaron un total de 287 muestra positivas de muestras fecales de nifios, atendidos en el
Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé. El aislamiento de Campylobacter en
ASF y AK fue de 78,3% y 21,7%, respectivamente. La sensibilidad fue de 90,9% para ASF. El
tiempo de crecimiento promedio fue de 32,7 £ 11 horas y la contaminacién de medios de cultivo
de pacientes positivos fue de 61,7% para AK. Se aislaron un 74,8% de especies de

Campylobacter no jejuni.

1.3. Objetivos

1.3.1. Obijetivo general

Aislar especies de Campylobacter en muestras de heces de nifios con diarrea, mediante

metodologia combinada, Instituto Nacional de Salud del Nifio, Lima-Per( 2023.

1.3.2. Objetivos especificos

Determinar la sensibilidad y especificidad de la metodologia combinada para la

deteccidn de especies de Campylobacter en muestras de heces.

Determinar la sensibilidad y especificidad de la coloracion Vago para la deteccion

microscopica de Campylobacter en muestras de heces.
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Determinar la frecuencia de las diferentes especies de Campylobacter en las muestras
de heces de nifios con diarrea que acuden al instituto Nacional de Salud del Nifio, Lima-Perd

2023

Determinar la frecuencia de especies Campylobacter segun grupos etarios en el Instituto

Nacional de Salud del Nifio, Lima-Pert 2023

1.4. Justificacién

1.4.1. Justificacion tedrica

Es importante el aislamiento e identificacién de especies de Campylobacter, la cual
continda siendo aln bastante problemética, sumado a la gran variabilidad de factores
involucrados en su aislamiento, se hacen necesarios la implementacion de metodologias, que

aseguren su aislamiento de esta bacteria productora de diarrea en nifios.

1.4.2. Justificacion practica

Los medios de cultivo empleados para el aislamiento selectivo de Campylobacter spp.,
generalmente son suplementados con antimicrobianos, los mismos que pueden llegar a inhibir
el crecimiento del mismo Campylobacter. Por otro lado, el uso indiscriminado de antibioticos
por la poblacion, hacen que se seleccionen bacterias resistentes a diversos antibacterianos
ubicados en el lumen intestinal, por lo tanto, estas bacterias pueden crecer como contaminantes
en los medios de cultivo de aislamiento primario, enmascarando o desplazando a
Campylobacter; ambos escenarios terminan en un resultado falso negativo para el cultivo de
Campylobacter spp., por ello se hace necesario una metodologia libre de suplementos para el

aislamiento de Campylobacter como la de filtracion.

1.4.3. Justificacion metodoldgica
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La metodologia combinada propuesta para el aislamiento de Campylobacter spp., utiliza
el método de filtracion, donde la muestra previamente diluida y centrifugada, logra no solo
aislar selectivamente a Campylobacter spp., sino que ademas una mayor produccion de
colonias haciendo innecesarios subcultivos adicionales, con pérdida de tiempo y recursos, para

la realizacion de otras pruebas como las de identificacion y de susceptibilidad antimicrobiana.

Estas razones nos llevaron a investigar y proponer, una metodologia combinada libre
de antibidticos, simple y de bajo costo, para el aislamiento de especies de Campylobacter, a
partir de muestras de heces de nifios con diarrea, atendidos en el Instituto Nacional de Salud

del Nifio Brefia, periodo de enero a marzo del 2023.
1.5.  Hipdtesis

Por ser un estudio Observacional, descriptivo y transversal, no requiere hipotesis



2¢

1. MARCO TEORICO

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Campylobacteriosis y Genero Campylobacter

2.1.1.1. Historia taxonomica de Campylobacter. Escherich (1886), observo
microscopicamente por primera vez organismos no cultivables, similares a espirales, en las
heces del colon de nifios que murieron y él denominé “Cholera infantum”. Todos los intentos
de cultivar el organismo sobre medio sélido fueron infructuosos, describiéndolos como
“espirales” en casos parecidos a la enfermedad del colera y disentérica. Todos estos casos,
reportados en general en lengua alemana, apuntan a que el microorganismo descrito
probablemente era Campylobacter. Estos articulos fueron desconocidos hasta 1985, en que Kist
reportd los hallazgos de Escherich en el Tercer Taller Internacional de Campylobacter realizado
en Otawa. McFadyean y Stockman en 1913, reportaron la asociacion de infertilidad infecciosa
y aborto en vacas y ovejas, con una bacteria microaerofilica “semejantes a vibrio”. Esta
asociacion fue confirmada afios mas tarde por Smith y Taylor en 1919, cuando encontraron
similares hallazgos en tejido de bovino abortado, proponiendo como Vibrio fetus a la bacteria.
Jones y col. en 1931 implicaron a otro grupo de vibrios microaero6filos como causante de brotes
disentéricos en terneras y los denominaron Vibrio jejuni, ahora conocido como C. jejuni. En
1944, Doyle atribuy0 la disenteria del cerdo a un organismo similar al cual denominaron Vibrio
coli. La primera descripcion documentada de infeccion en humanos por Campylobacter, fue
descrita por Levy en 1946, proviene del estudio de un brote, asociado a organismos transmitidos
por la leche que se parecian a Vibrio jejuni, en 151 reclusos de dos carceles en EEUU en 1938,
estas personas experimentaron diversos sintomas como, vomitos, calambres abdominales,

diarrea, fiebre y dolor de cabeza. La denominacion de “Campylobacter” (Del griego kampulos:
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curvado y bacter: baston) fue propuesta por Sebald y Véron en 1963. (Ingresa Capaccioni,

2017; Yubero-Delgado, s. f.)

Entre 1909 y 1944, hubo un numero creciente de informes de organismos similares
"similares a Vibrio" aislados de fuentes bovinas y ovinas, pero no fueron aislado de humanos
hasta 1938, en asociacion con un brote de gastroenteritis transmitido por la leche en el que los
hemocultivos fueron positivos para organismos parecidos a "Vibrio jejuni”, brote que citamos
anteriormente. Los vibrios microaerdbicos se asignaron al nuevo género Campylobacter en
1963 e incluian solo dos especies: Campylobacter fetus y Campylobacter bubulus (ahora
Campylobacter sputorum). Los Campylobacter se aislaron con éxito por primera vez de las
heces a fines de la década de 1960, mediante una técnica de filtracion. Més tarde, el desarrollo
de medios selectivos llevd el aislamiento rutinario de Campylobacter al ambito de la
microbiologia clinica y Campylobacter spp. rapidamente se reconocié como una causa comun
de gastroenteritis bacteriana en humanos. La estructura taxonémica de Campylobacter ha
cambiado sustancialmente desde su inicio en 1963, primero con un estudio completo de la
taxonomia del género en 1973. A fines de la década de 1980, hubo un rapido aumento en la
clasificacion a nivel de especie y se habian identificado 14 especies. En 2008 se publicd una
revision detallada de la taxonomia de Campylobacteraceae. Actualmente, se describen 33
especies de Campylobacter dentro de la familia Campylobacteraceae. El espectro de
enfermedades de este género varia desde el bien establecido para C. jejuni hasta especies
emergentes como C. fetus ssp. fetus, o los especulativos para especies como C. concisus. La
especie de Campylobacter mas comunmente reconocida, C. jejuni, es la principal causa de
casos de enteritis por Campylobacter en humanos; varias otras especies de Campylobacter,
incluidas C. coli, C. upsaliensis, C. lari y C. fetus, también se han relacionado con la enteritis.
La verdadera proporcion de enfermedad atribuible a cada una de estas especies no esta clara

porque los Campylobacter son dificiles de diferenciar y muchos laboratorios clinicos no
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identifican las cepas de Campylobacter a nivel de especie. C. jejuni se divide en dos
subespecies: C. jejuni ssp. jejuni (referido como C. jejuni) y C. jejuni ssp. doylei (rara vez se
encuentra como la causa de la enfermedad humana). C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis y
C. helveticus forman un grupo genéticamente cercano, como lo demuestra el analisis de ARNr
16S, y se conocen como Campylobacter termotolerantes o termdfilos porque todos crecen de

manera optima a 42 °C. (Green y Goldman, s. f.)

2.1.1.2. Caracteristicas generales. Las especies de Campylobacter son bacilos
gramnegativos que no forman esporas. Por lo general, son bacilos curvos, en forma de S o en
espiral, también conocidos como “vuelo de gaviotas”, de 0,2 a 0,9 um de ancho y 0,5 a 5 um
de largo. Algunas especies, como C. hominis y C. gracilis, forman bacilos rectos. Los
organismos suelen ser moviles por medio de un flagelo unico, polar en uno o ambos extremos.
Las células de algunas especies son inmdviles (C. gracilis) o tienen multiples flagelos (C.
showae). La mayoria de las especies requieren una atmdsfera microaerébica para un
crecimiento 6ptimo; sin embargo, algunas especies crecen de forma aerobica o anaerdbica. Una
atmosfera que contiene mas hidrogeno parece ser un requisito de crecimiento para otras
especies como C. sputorum, C. concisus, C. mucosalis, C. curvus, C. showae, C. rectus, C.

gracilis y C. hominis. (Green y Goldman, s. f.)

2.1.1.3. Epidemiologia. Campylobacter es la principal causa de enteritis bacteriana en
todo el mundo y causan aproximadamente 1,3 millones de enfermedades al afio en los Estados
Unidos. Se puede transmitir directamente de un animal a una persona, a través de la ingestion
de agua o alimentos contaminados con heces, o por contacto directo con heces de animales o
superficies ambientales contaminadas. Las especies de Campylobacter son principalmente
zoonoticas, con una variedad de animales implicados como reservorios de infeccion, incluida
una amplia gama de animales y aves domésticos y salvajes. Ademas, el agua y el medio

ambiente juegan un papel importante pero poco conocido en la epidemiologia de la
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campilobacteriosis. En Europa la incidencia de campilobacteriosis humana esta estimada en

aproximadamente en 9 millones de casos por afio. (Green y Goldman, s. f.)

2.1.1.4. Campilobacteriosis. Enteritis producida por especies de Campylobacter,
enfermedad transmitida por alimentos, caracterizada por ser una diarrea autolimitada de acuosa
a sanguinolenta, que dura en promedio de 5 a 7 dias y no requiere tratamiento antimicrobiano.

(Fonseca et al., 2016)

2.1.1.5. Diagnostico de laboratorio. Involucra a todos los procedimientos
preanaliticos, analiticos y posanaliticos para el diagnostico microbiolégico de una

Campilobacteriosis. (Green y Goldman, s. f.; Leber, 2016; Tille, 2017)

A. Recoleccion, transporte y procesamiento de muestras. Es deseable que el paciente
no este con tratamiento antibacteriano previo al analisis; dos muestras clinicas mas comunes
son las heces y sangre. Las muestras deben procesarse lo antes posible. Los retrasos de mas de
2 horas requieren que la muestra de heces se cologue en medio Cary Blair u otro medio de
transporte. Las muestras recibidas en medio de transporte deben procesarse inmediatamente o

almacenarse a 4 °C hasta que se procesen.

B. Examen directo de especimenes — Microscopia. El diagnéstico presuntivo de una
infeccion por Campylobacter se puede hacer directamente mediante la deteccion microscopica
del organismo en una muestra de heces frescas de pacientes con enteritis aguda. La microscopia
de campo oscuro revela la morfologia caracteristica y la motilidad de las campilobacterias, pero
es poco utilizada; por el contrario, el uso de tincién de Gram, coloracion Vago o Gram
interrumpido, de muestras de heces en busca de organismos con morfologia tipo
Campylobacter, son cada vez mas utilizadas y ademas altamente sensibles y especificas para el

diagnostico preliminar rapido de la infeccidén por Campylobacter.



3z

C. Aislamiento Primario. El aislamiento de Campylobacter spp. a partir de muestras de
heces requiere medios selectivos y condiciones Optimas de incubacion. La inoculacion
recomendada de dos agares selectivos se asocia con una mayor recuperacion de los organismos.
La temperatura 6ptima de incubacion es 42°C en condiciones microaerofilicas. Es posible que
se requiera una incubacién prolongada (48 a 72 horas) antes de que haya evidencia de

crecimiento visible.

Los medios de cultivo para Campylobacter se pueden dividir en, a base de sangre, a
base de carbon y otros. EI agar mCCDA es el medio de cultivo selectivo més utilizado en todo
el mundo. Sobre el agar mCCDA, incubado a 42 °C durante 36-48 h, Campylobacter spp.

generalmente aparecen como colonias grises y planas.

También se puede utilizar un método de filtracion junto con un medio no selectivo para
mejorar la recuperacién de Campylobacter. Se coloca un filtro (AC con un tamafio de poro de
0,65 mm) sobre la superficie del agar y se coloca una gota de heces sobre el filtro. La placa se
incuba en posicion horizontal. Después de 60 minutos a 37°C, se retira el filtro y las placas se
vuelven a incubar en una atmosfera microaerébica. Campylobacter es moévil y capaz de migrar
a través del filtro, produciendo colonias aisladas en la superficie del agar y eliminando

eficazmente la microbiota contaminante de las heces.

D. Identificacion. Una vez aislado Campylobacter, la identificacion presuntiva del
género se realiza facilmente en funcién de la morfologia y la motilidad de la bacteria. Una
mayor diferenciacion a nivel de especie es dificil debido a la taxonomia compleja y en rapida
evolucion vy la inercia bioquimica de estas bacterias. Estos problemas han resultado en una
proliferacion de métodos fenotipicos y genotipicos para identificar miembros de este grupo
bacteriano. Sin embargo, las colonias de apariencia sospechosa observadas en medios

selectivos incubados a 42 °C pueden identificarse presuntivamente como Campylobacter spp.,
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correspondiendo generalmente C. jejuni o C. coli, con algunas pruebas minimas. Se puede
examinar un montaje humedo en caldo para determinar la motilidad caracteristica, ya sea en
dardo o en “hojas que se caen”, y la morfologia curva o espiral a la tincion de Gram.
Campylobacter fetus es incapaz de crecer a 42 °C y el crecimiento 6ptimo es a 37 °C. Casi
todas las Campylobacter spp. patdgenas. son oxidasa y catalasa positivas. Comunmente se
reportan los aislamientos de heces como “se aisla Campylobacter spp.” La mayoria de
Campylobacter spp. son asacaroliticos, incapaces de crecer en NaCl al 3,5%. Otras pruebas
atiles para identificar estas especies son la prueba rapida de hidrdlisis del hipurato, produccion

hidrogeno sulfurado (H2S) en agar TSI, reduccion de nitrato e hidrolisis de indoxilacetato.

E. Prevencion. Para que se produzca una infeccion por Campylobacter spp. se requiere
ingerir alimentos o agua contaminados. La preparacion y coccion adecuadas de los alimentos
derivados de fuentes animales, en particular aves de corral, disminuiran el riesgo de transmision
de la enfermedad. La leche debe ser pasteurizada y el agua potable clorada. Se debe tener
cuidado durante la preparacion de los alimentos para evitar la contaminacion cruzada de las

aves crudas con otros alimentos. Actualmente no se cuenta con vacunas para Campylobacter

spp.
2.1.2. Aislamiento de Campylobacter por Metodologia Combinada

A lo largo del tiempo se han ido incorporando modificaciones y adaptaciones para el
aislamiento de Campylobacter spp, sin embargo, aun sigue siendo problematico, dichos aportes

resaltamos a continuacion:

2.1.2.1. Concentracion de Campylobacter para el cultivo. Baserisalei (2004),
demuestra que el procedimiento propuesto elimina las bacterias competidoras utilizando dos
caracteristicas propias de Campylobacter, es decir, su motilidad y el tipo de movimiento en

dardo. Durante la centrifugacion a 4,500 g Campylobacter sedimenta con otras bacterias.
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Dentro de un periodo corto de incubacion en reposo (10 a 15 min.), Campylobacter migra
relativamente mas rapido del sedimento al sobrenadante debido a su motilidad caracteristica,
mientras que las otras bacterias competidoras tardan mas tiempo en migrar al sobrenadante.
Probablemente debido a la motilidad tipo en dardo de Campylobacter y su movimiento solo en
una direccion, ayudan a recorrer mayor distancia en menos tiempo. Mientras que el tiempo
seria mayor para recorrer la misma distancia por las otras bacterias competidoras moviles, como

Proteus, esto es mas como resultado de su movimiento en diferentes direcciones.

2.1.2.2. Generacion de la atmosfera microaeroéfila para cultivo de Campylobacter.
Zerpa et al. (1984) describen un método bioldgico (variante del principio de Fortner) para el
cultivo de C. jejuni. EI mayor aporte de esta comunicacion es, la inoculacion en un tercio del
agar selectivo de Klebsiella pneumoniae como generadora de CO», necesario para el
crecimiento de Campylobacter. Adicionalmente emplearon una banda de jebe, de
aproximadamente 2 cm., obtenida de cortar la parte terminal abierta de un guante de latex
descartable, con el objetivo de sellar por los bordes de la placa. Ambas adaptaciones
constituyen una alternativa simple y de bajo costo para el aislamiento de especies de

Campylobacter.

2.1.2.3. Cultivo con Agar selectivo o por Filtracion. El uso de agar selectivo para el
aislamiento de especies de Campylobacter, el cual emplea suplemento antibidtico, pueden
inhibir a algunas especies de Campylobacter como C. lariy C. coli entre otros. Una alternativa
para evitar este inconveniente es usar la técnica del filtro. Este consiste en la colocacion de unas
de gotas de heces sobre un filtro de membrana, cuyo tamafio de poro puede oscilar entre 0,45
y 0,85 um, para el aislamiento de Campylobacter. Luego, después de estar el filtro colocado
sobre la superficie de un agar sangre, se retira para su posterior incubacion. Mientras que los

microorganismos mas grandes y gruesos quedan atrapados en el filtro, la alta motilidad y la
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forma delgada de Campylobacter spp. ayudan en el paso de la bacteria a través de los pequefios

poros del filtro de membrana. (Steele y McDermott, 1984).
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I1l. METODO

3.1. Tipo de investigacion.

Investigacion de tipo cuantitativa, prospectiva, de disefio observacional, descriptivo,

transversal.
3.2. Ambito temporal y espacial.
3.2.1. Ambito espacial.

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto Nacional de

Salud del Nifio.
3.2.2. Ambito temporal.

La investigacion se realiz6 durante el periodo comprendido desde enero a marzo de

2023.
3.3. Variables

Sus definiciones, dimensiones e indicadores a evaluar entre otras caracteristicas de las

variables en el anexo A (cuadro de operacionalizacion de variables).
3.3.1. Variable 1.

Especies de Campylobacter
3.3.2. Variable 2.

Aislamientos mediante metodologia combinada de Campylobacter

Sensibilidad y especificidad de la metodologia combinada para la deteccion de especies

de Campylobacter
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Sensibilidad y especificidad de la coloracion Vago para la deteccion microscopica de

Campylobacter

Frecuencia de las especies de Campylobacter

Frecuencia de especies Campylobacter segin grupos etarios

3.4. Poblaciéon y muestra.

La poblacién estuvo conformada por todos los nifios menores de 18 afios, provenientes
de la atencion de hospitalizacion y ambulatoria del Instituto Nacional de Salud del Nifio —

Brefia, de enero a marzo de 2023.

Para el calculo de muestra se tomaron dos datos importantes provenientes del servicio
de microbiologia, la poblacion de estudio (N) correspondiente a la suma de los meses de enero,
febrero y marzo del 2022 fue 317, y la prevalencia de la campilobacteriosis del 2021 fue de
42%. Aplicando la formula del célculo del tamafio de muestra para una proporcion, necesitamos
191 muestras, por lo cual redondeamos a 290 muestras de heces como calculo de muestra a

procesar. (Garcia et al., 2013).

Criterios de inclusion, se incluyeron heces de nifios para estudio de coprocultivo de la
atencion de hospitalizacion y ambulatoria del Instituto Nacional de Salud del Nifio — Brefia

durante el periodo de estudio.

Criterios de exclusion, se excluyeron muestras mal conservadas y con retraso de mas

de tres horas para su procesamiento. Se excluyeron muestras mal identificadas o derramadas.

3.5. Instrumentos.
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El Instrumento empleado fue una Ficha de Recoleccion de Datos, que proviene de una

matriz inicial en Excel.

La recoleccion de datos se realizd por la técnica de documentacion y la observacion
directa. Por lo cual los datos de la investigacion fueron registrados en la ficha de recoleccion
de datos, donde se consignaron a los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion
(Anexo B). La informacion demografica (edad, sexo, procedencia) se documentd de las
solicitudes de examenes microbioldgicos. Asimismo, en la ficha de recoleccion de datos se
recolectaron los registros obtenidos del estudio microbiolégico del agente aislado, los

resultados de la prueba de identificacién para cada unidad de estudio.

3.6. Procedimientos.

3.6.1. Obtencion de la muestra para cultivo. (Resolucién Directoral N°208-2016-INSN-DG.
Por la cual se aprueba Manual de Procesos y Procedimientos del Servicio de Microbiologia,
que consta de 207 folios (CCVII) presentado por Departamento de Investigacion Docencia y

Atencion en Patologia del Instituto Nacional de Salud del Nifio. 10 de mayo del 2016, s. f.)

El paciente debid estar sin tratamiento antimicrobiano, antidiarreicos (sales de bismuto),
sustancias de contraste (Bario) enemas o laxantes por lo menos de 3 a 5 dias antes de hacer el

cultivo.

La muestra debi0 ser fresca (no mas de 3 horas de emitida) y no contaminada con orina,
cremas y/o talco. Fueron colectarse en frascos descartables tapa rosca. Si la deposicion fue
diarreica se enviaron no menos de 2 a 5 ml; si fue pastosa no menos de 3 a 5 gr. En nifios
pequefios con diarrea se coloco el pafal al reves (por la zona no absorbente) y un colector de
orina para no contaminar la muestra. Se coloco la muestra en medio de transporte (Cary Blair)

en caso de no poder entregarla dentro de las primeras 3 horas.

3.6.2. Examen macroscopico.
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Se consideraron las siguientes caracteristicas fisicas de las heces, forma, consistencia,

color y presencia de moco y/o sangre.

3.6.3. Examen microscépico directo de las heces (Tincion Gram interrumpido-Vago).

Sobre un portaobjetos se hizo un frotis de las heces, procurando coger material con
moco, luego se fijo al mechero antes de ser coloreadas. Las muestras de materia fecal fueron
examinadas a través de una tincion de Gram, utilizando solo cristal violeta y lugol como

colorantes, para identificar leucocitos y formas bacilares curvas tipo Campylobacter.

3.6.4. Cultivo en medios selectivos, Método directo.

Estas muestras fueron procesadas rutinariamente como un coprocultivo por el
Laboratorio de Microbiologia, cuyos resultados fueron tomados como gold estandar. Las placas
se sembraron en forma directa con hisopo o con 2-3 gotas de deposiciones acuosas,
diseminandolas por estria. Se incubaron por 72 horas con una atmosfera microaeréfila con 5-

10% de oxigeno y 3 a 10% de dioxido de carbono.

3.6.5. Cultivo por Metodologia Combinada, propuesta para el estudio.

Se procesaron 290 muestras de heces de nifios con diarrea menores de 18 afios,
provenientes de la atencion de hospitalizacion y ambulatoria del Instituto Nacional de Salud
del Nifio — Brefia, de enero a marzo de 2023. Una asada de cada muestra fecal fueron
emulsionadas en 1.5 ml de solucidn fisioldgica estéril, luego cada suspension fue centrifugada
a 3,500 rpm por 10 minutos. Luego de reposadas por 10 minutos las muestras centrifugadas,
del sobrenadante, justo por debajo de la superficie se tomara 50 ul y depositada sobre un cuarto
de un filtro estéril, de AC de 0,45 um de porosidad, el cual previamente fue colocado sobre los
dos tercios de una placa de agar sangre, tratando que no se derrame sobre el medio de cultivo,
seguidamente fue estriado el filtrado con un asa. En el tercio restante de la placa de agar sangre,

se estri6 un pesado inéculo de una cepa de Klebsiella pneumoniae, la cual, tras el tiempo de
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incubacion de la muestra, generd la microaerofilia necesaria para el desarrollo de
Campylobacter. Se dejaron reposar 60 minutos en aerobiosis a 35°C, tiempo en que solo
Campylobacter atraveso los poros para alcanzar el agar sangre, luego se levant6 y descartd
cuidadosamente el filtro con la ayuda de una pinza estéril. Posteriormente las placas fueron
selladas herméticamente por el borde, con una banda de jebe proveniente de guantes
quirurgicos, previamente lavados y secados, cortados de 2-3 cm a partir del extremo abierto del

guante. Las placas inoculadas fueron incubadas a 42 °C por 48 h.

3.6.6. ldentificacion

Todas las colonias sospechosas crecidas sobre el agar, en ambos procedimientos, luego
de la incubacion por 48 hs, fueron confirmadas por su motilidad y morfologia tipica por
coloracion Vago y Gram, oxidasa y catalasa, hidrolisis del hipurato, resistencia al acido
nalidixico (disco 30 ug) y cefalotina (disco 30 ug). Ademas de identificacion por sistema

comercial Vitek Compact 2.

3.7. Andlisis de datos.

Los datos obtenidos de las variables se ordenaron e ingresados a una base de datos
electronica en una hoja de calculo en el programa Microsoft Excel donde se realiz6 el control
de calidad de la informacion. La base de datos depurada fue exportada al programa SPSS para
el correspondiente analisis. Se realizaron los andlisis de las variables con el programa SPSS

con aplicacion de estadistica descriptiva de los datos obtenidos.

3.8. Consideraciones éticas.

El estudio involucra la participacién de muestras bioldgicas que fueron procesadas en
paralelo al estudio de coprocultivo rutinario realizado en el laboratorio de microbiologia. El
estudio por su disefio no requiere de consentimiento informado. Se garantizd la

confidencialidad de los datos que se obtuvieron, utilizando un registro de codificacion de cada
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unidad muestral. Los datos obtenidos del estudio se almacenaron en una base de datos digital,
y se asignaron un codigo a cada muestra a fin de mantener la confidencialidad de la
informacidn, la cual se alimenté por medio magnético. Solo el investigador tuvo acceso a la
informacion que identifico a las cepas aisladas y no existio algln otro acceso a esta
informacion. En todos los procedimientos del estudio se trato de preservar la integridad y los
derechos fundamentales de los pacientes en la investigacion, de acuerdo con los lineamientos
de buenas préacticas de laboratorio y de ética en investigacién biomédica. Se garantizo la
confidencialidad de los datos obtenidos. Este protocolo también fue enviado a la oficina
ejecutiva de apoyo a la investigacion y docencia especializada para su revision metodolégica y

aprobacion por comité de ética en investigacion del Instituto Nacional de Salud del Nifio-Brefia.



IV. RESULTADOS

4.1. Aislamiento de especies de Campylobacter mediante metodologia combinada.

Se procesaron 290 muestras de heces de nifios con diarrea menores de 18 afios,
provenientes de la atencion de hospitalizacion y ambulatoria del Instituto Nacional de Salud
del Nifio — Brefia, de enero a marzo de 2023. Mediante la metodologia combinada propuesta se
aislaron 11 especies de Campylobacter, representando el 35% de los patgenos entéricos
aislados en el mencionado periodo (Tabla 1). De los 11 pacientes con aislamiento positivo para
Campylobacter, la distribucion segin sexo mostro un predomino del sexo masculino (82%)
respecto del sexo femenino (18%). La distribucion segun los servicios de procedencia de los
pacientes con aislamiento de Campylobacter, provienen de la consulta externa de
Gastroenterologia 9%, Emergencia 55%, y de las salas de hospitalizacién correspondieron a

Infectologia y Pediatria con 18% cada uno.

Tabla 1

Distribucion de los patdgenos entéricos y especies de Campylobacter aislados mediante

metodologia combinada en el Instituto Nacional de Salud del Nifio, Lima-Pert 2023

Microorganismo N %

Salmonella enterica 12 39%
Campylobacter spp. 11 35%
Shigella spp. 8 26%

TOTAL 31 100%
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4.2. Sensibilidad y especificidad de la metodologia combinada para la deteccion de

especies de Campylobacter.

De las 290 muestras procesadas, 11 fueron positivo para Campylobacter por cultivo con
medio selectivo, mientras que por la metodologia combinada propuesta 10 fueron positivos.
Hubo un cultivo que logré aislar a Campylobacter con la metodologia combinada propuesta,
siendo para el cultivo con medio selectivo negativo. Por lo tanto, con respecto del cultivo de
Campylobacter sobre medio selectivo, usado como gold estandar, la metodologia combinada
propuesta para la deteccion de especies de Campylobacter alcanza una sensibilidad del 91% y

una especificidad del 100%.

4.3. Sensibilidad y especificidad de la coloracion Vago para la deteccion microscopica de

Campylobacter.

Se hicieron 290 examenes microscépicos directos para deteccion de Campylobacter
mediante tincion Gram interrumpido-Vago. Se logré observar a gérmenes con morfologia de
Campylobacter y cultivo positivo en 7 muestras, mientras que 4 muestras tuvieron cultivo
positivo, pero al examen microscépico directo fueron negativos. De los 279 cultivos negativos
para Campylobacter, 7 muestras dieron positivo al examen microscopico directo. Por lo tanto,
con respecto del cultivo de Campylobacter sobre medio selectivo, usado como gold estandar,
la tincibn Gram interrumpido-Vago para la deteccion microscopica de especies de

Campylobacter, alcanza una sensibilidad del 64% y una especificidad del 97%.

4.4. Frecuencia de las especies de Campylobacter.
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De los 11 cultivos positivos para el aislamiento de especies de Campylobacter, las
distribuciones de las especies aisladas fueron de 8 (73%) para Campylobacter jejuni y 3 (27%)

para Campylobacter coli (Tabla 2).

Tabla 2

Distribucion de las especies de Campylobacter aislados en el Instituto Nacional de Salud del

Nifio, Lima-Pera 2023.

Especies de Campylobacter N %

Campylobacter jejuni 8 73%
Campylobacter coli 3 27%
TOTAL 11 100%

4.5. Frecuencia de especies Campylobacter seglin grupos etarios

Los 11 pacientes con cultivo positivo estuvieron comprendidos entre los 3-39 meses de
edad. La distribucion en menores de 12 meses fué para C. jejuni de 4 (80%) y para C. coli 1

(20%). En mayores de 12 meses, C. jejuni tuvo 4 (67%) y para C. coli 2 (33%) (Tabla 3).

Tabla 3

Distribucién de las especies de Campylobacter segln grupos de edad aislados en el Instituto

Nacional de Salud del Nifo, Lima-Pera 2023.

EDAD < 12 MESES > 12 MESES
C. jejuni 4 (80%) 4 (67%)
C. coli 1 (20%) 2 (33%)

TOTAL 5 (100%) 6 (100%)



V. DISCUSION DE RESULTADOS

El genero Campylobacter consta de especies microaerobias, termofilas y gramnegativas,
siendo C. jejuni y C. coli las més frecuentemente aisladas a partir de heces de pacientes con

gastroenteritis en todo el mundo.

A lo largo del tiempo se han descrito numerosos medios de cultivo selectivos para el
aislamiento de Campylobacter, todos suplementados con antimicrobianos para darle
selectividad a los medios de cultivo. Infelizmente, algunas cepas de Campylobacter son
sensibles a estos antimicrobianos, motivo por el cual se recurrio al uso de filtros de membrana,
los cuales permitian el paso de la bacteria y alcanzar el medio de cultivo libre de

antimicrobianos permitiendo su desarrollo.

Existen otros aportes importantes, pero poco difundidos, Campylobacter es capaz de migrar
relativamente mas rapido desde el sedimento hasta el sobrenadante, después de la
sedimentacion por centrifugacion. Se puede proporcionar la microaerofilia necesaria para su
desarrollo utilizando el principio de Fortner y sellando las placas con bandas de jebe, evitando

el uso de generadores de microaerofilia y campanas para cultivo.

En nuestra investigacion el objetivo principal fue el de aislar especies de Campylobacter
en muestras de heces de nifios con diarrea, mediante una metodologia combinada, utilizando
cada uno de estos procedimientos que antes fueron usados aisladamente. De las 290 muestras
estudiadas de nifios con gastroenteritis se aislaron 11 (4%) especies de Campylobacter, este
resultado es similar a los obtenidos por Nielsen et al. (2015) con 6% de aislamientos para C.
jejuni/coli, Chang et al. (2021) con 3,6% y Benoit et al. (2014) con 6%. Sin embargo, nuestros
resultados son discordantes con otros estudios como el de Samie et al. (2022) quienes

encuentran un 13,2% y Mero et al. (2021) 53.2%, estos resultados podrian estar influenciados
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por la metodologia empleada para la deteccion de especies de Campylobacter, quienes en

ambos estudios emplearon técnicas por ELISA y moleculares respectivamente.

Al tratar de determinar la sensibilidad y especificidad de la metodologia combinada para la
deteccion de especies de Campylobacter, en nuestra investigacion encontramos una
sensibilidad del 91% vy especificidad del 100%. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Moya et al. (2016), quienes encuentran una sensibilidad del 90,9% para agar sangre con
filtro, sin embargo, encuentran una alta contaminacion del medio selectivo de Karmali (61.7%)
el cual también compararon. En nuestro estudio encontramos un 100% de contaminacion de
bacterias competitivas sobre el medio selectivo rutinariamente empleado, lo que podria estar
indicando una alta presencia de resistencia de estas bacterias que no son inhibidas por el
suplemento. En contraste con el uso de la metodologia combinada propuesta para el aislamiento

de Campylobacter se logra aislar a la bacteria libre de bacterias competitivas.

Respecto a la sensibilidad y especificidad de la coloracién Vago para la deteccion
microscépica de Campylobacter en muestras de heces, en nuestra investigacién encontramos
una sensibilidad del 64% y una especificidad del 97%. Dichos hallazgos concuerdan con
Fitzgerald y Nachamkin (2015), donde comunican que, para un examen directo con coloracién
de Gram a partir de muestras de heces, la sensibilidad puede variar entre 66 al 94% vy la
especificidad puede ser superior al 95%. Park et al. (2016), encuentran respecto a nuestro
estudio, una sensibilidad discordante del 94% pero una especificidad muy parecida del 99.5%,
donde utilizaron una solucion acuosa de fucsina béasica al 1%. Estas variaciones en la
sensibilidad podrian explicarse por los diferentes factores que afectan a la prueba, como son la
experiencia del microbidlogo en la visualizacion microscépica del microorganismo o el método

de coloracion entre otros.
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La frecuencia de las diferentes especies de Campylobacter encontradas en nuestro estudio,
fueron de 8 (73%) para Campylobacter jejuni y 3 (27%) para Campylobacter coli, estos
resultados concuerdan con Benoit et al. (2014), donde encuentran que la principal especie de
Campylobacter fue C. jejuni (67,7%), lastimosamente no indica a las restantes especies
encontradas en su estudio. En otro estudio, Sainato et al. (2018), encuentran a C. jejuni con el
59% y a C. coli con 39% y 2% no tipadas. En otro estudio, Pollett et al. (2012), encuentran que,
de todos sus aislamientos, el 82,9% fueron C. jejuni, seguido de C. coli, 11,9%, y otras especies
relacionadas o no identificadas 7%, incluidas C. lari y C. laridis, el mayor grado de presencia
de C. jejuni (82.7%) contrasta con el encontrado en la misma especie en nuestro estudio
(67.7%). Como es de esperar la distribucidn de las especies de Campylobacter no solo a nivel
regional sino mundial son relativamente diferentes, pero es notorio el predominio de C. jejuni

como la principal especie productora de diarrea.

Respecto a la frecuencia de especies Campylobacter segin grupos etarios en nuestra
investigacion encontramos que, C. jejuni fue la especie aislada mas prevalente, tanto en
menores de 12 meses con 4(80%) y mayores de 12 meses con 4(67%). Esta alta prevalencia en
nuestro estudio, también coincide con Samie et al. (2022), donde ellos encuentran una
prevalencia del 90%, pero en nifios menores de 11 meses, luego la prevalencia disminuyo con
la edad. Chang et al. (2021) encuentran que los nifios menores de 36 meses tenian menos
probabilidad de tener Campilobacteriosis que los mayores de 36 meses, lo cual es un hallazgo

totalmente diferente al encontrado por nosotros.
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VI. CONCLUCIONES

6.1. Se aislaron especies de Campylobacter mediante metodologia combinada,
representando el 35% de los patdgenos entéricos en el Instituto Nacional de Salud del Nifio,

Lima-Pera 2023.

6.2. La metodologia combinada para la deteccion de especies de Campylobacter alcanza

una sensibilidad del 91% y una especificidad del 100%.

6.3. La coloracion Vago para la deteccién microscopica de especies de Campylobacter,

alcanza una sensibilidad del 64% y una especificidad del 97%.

6.4. La frecuencia de las especies de Campylobacter aisladas, fueron de 8 (73%) para C.

jejuni'y 3 (27%) para C. coli.

6.5. La frecuencia de las especies de Campylobacter seglin grupos estarios en menores de
12 meses, fué para C. jejuni 4 (80%) y para C. coli 1 (20%). En mayores de 12 meses, C.

jejuni tuvo 4 (67%) y para C. coli 2 (33%).



Vil. RECOMENDACIONES

7.1. Es importante realizar la vigilancia laboratorial de las enfermedades diarreicas agudas

por las especies de Campylobacter, sobre todo en hospitales que tienen atencion pediétrica.

7.2. Los resultados de esta investigacion contribuyen en la mejora del aislamiento por el
método de filtracion, de donde se pueden obtener mayor nimero de colonias aisladas que
pueden satisfacer el realizar pruebas de identificacion y susceptibilidad, sin necesidad de

reaislamientos posteriores con el consiguiente retraso de los resultados de laboratorio.

7.3. El uso de la metodologia combinada propuesta para el aislamiento de especies de
Campylobacter, evita el uso de suplementos agregados a los medios de cultivo de

aislamiento primario, los cuales son costosos y a veces no tan faciles de adquirir.

7.4. Es necesario implementar en los laboratorios de nuestro pais, en especial los de
atencion pediatrica, pruebas de identificacion de especies de Campylobacter, las cuales
requieren de materiales y reactivos para su uso, evitando asi saturar el laboratorio de

referencia que identifican a nivel de especies al género Campylobacter.

7.5. Es necesario desarrollar mas estudios sobre este tema ya que cada dia se van
conociendo otros factores que afecta el aislamiento de esta bacteria productora de diarrea

en ninos.
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ANEXOS

IX.
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ANEXO B. Operacionalizacion de variables

VARIABLE

DEFINICION
OPERACIONAL

INDICADOR

TIPO DE
VARIABLE

ESCALA DE
VARIABLE

VALOR FINAL DE
LA VARIABLE

INSTRUMENTO DE
RECOLECCION

Especies de
Campylobacter

Conjunto de
especies de
Campylobacter
aisladas delas
heces de nifios
que acuden al
INSN.

Tipo de bacteria
segun las
pruebas de
Oxidasa,
catalasa,
hidrolisis del
hipuratoy
examen
microscopico de
colonias aisladas

Cuantitativa

Derazén

Resultado del
sistema
comercial Vitek2
Compact:

valor >=0

Resultado de Cultivo de

Campylobacter por

Servicio de Microbiologia

Aislamientos
mediante
metodologia
combinada de
Campylobacter

Delimitacién en
el crecimiento de
una cepa de
Campylobacter
lograda con la
metodologia
combinada

Cepa observada
dela coloracién
Vago y Gram de
Campylobacter
aislada por
metodologia
combinada

Cualitativa
dicotémica

Nominal

-Aislamiento
positivo.

-Aislamiento
negativo

Ficha de recoleccion de

datos

Aislamientos
mediante
metodologia
directa de
Campylobacter

Delimitaciéon en
el crecimiento de|
una cepa de
Campylobacter
lograda con la
metodologia
directa

Cepa de
Campylobacter
aislada por
metodologia
directa

Cualitativa
dicotémica

Nominal

-Aislamiento
positivo.

-Aislamiento
negativo

Ficha de recoleccién de

datos

Sexo

Caracteristica
obtenida
mediante los
datos registrados
en la historia
clinica de cada
paciente.

Sexo tomado de|
la historia clinica

Cualitativa
dicotémica

Nominal

-Masculino

-Femenino

Historia
clinica

Edad

Valor numérico
entero obtenido
mediante los
datos registrados
en la historia
clinica de cada
paciente.

Valor en nimeros
enteros reportado
en la historia
clinica

Cualitativa
dicotémica

ordinal

<5 afios

>=5 afios

Historia
clinica

Procedencia

Region obtenida
mediante los
datos registrados
en la historia
clinica de cada
paciente.

Regidn de
residencia
tomada de
historia clinica

a

Cualitativa
politémica

Nominal

Regiones
politicas del Peru

Historia
clinica

Servicio

Lugar de atencidn
del paciente,
obtenida

mediante los
datos registrados
en la historia
clinica de cada

paciente.

Servicio de
atencidn del
paciente, tomada
de la historia
clinica

Cualitativa
dicotémica

ordinal

-Ambulatorio

-Hospitalizado

Historia
clinica




ANEXO C. Ficha de recoleccién de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

codigo
interno

insn

proyecto

microscopia susceptibilidad
Cultivo identificacion

reaccion coloracion
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microscopia
centrifugado

cultivo

Edad
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ANEXO D. Oficio de aprobacion de proyecto de proyecto de investigacion

t"c')"'\
e MINISTER'Q DE INSTITUTO NACIONAL DE : """’.‘f‘. doto dn die
SALUD SALUD DEL NINO 4 i
de Junin y Apacucho™

Lima, 17 de abril de 2024

- )

ROBERTO EUGENIO ROJAS LEON

Investigador principal ded proyecto de investigacién PI-55/22
Presente. -

Asunto:  Se aprueba el proyecto de investigacdn PI-55/22 titulado: *Alslamiento de espedies de
Campyfobacter mediante metodologia combinada en el Instituto Nacional de Salud del
Nifo, Lima-Perd, de abril a junio de 2024",

Registro:

Reg. OEAIDE-7560-2022
Reg. UDISERNO-064-2022
Reg. CIEI-464-2023

Es grato dingirme a usted para saludarlo cordialmente y asmismo informarie que con relacion al
proyecto de investigadon PI-55/22 titulado: “Aisfamiento de especies de Campylobacter
mediante metodologia combinada en e Instituto Nacional de Salud del Nifo, Lima-Perd, de abnl a
Junio de 20247 el Comité Institucional de Etica en Investigaddn del Instituto Nadional de Salud del
Nino, en sy seslén N®07-2024 de fecha 17 de abril de 2024, ha acordado la APROBACION DEL
PROYECTO DE INVESTIGACION, para lo cual se indica lo siguiente:

1. lavigencia de esta aprobaddn es desde el 17 de abril de 2024 al 16 de abxil de 2025,

2. Toda enmienda o adenda que requiera el Protocolo debe ser presentado al CIEL y no podra
Implementarla sin la debida aprobacidn.

3. Seqgln reglamento deben presentar 01 informe de avance cumplidos los 06 meses y el
informe final debe ser presentado al afio de su aprobacién,

4. En caso requiera renovacién de vigencia, los tramites deberan inidarse 30 dias antes de
su venamiento y debera presentarse juntamente con el informe de avance correspondiente
para su evaluacidn,

Sin otro particular, quedo de Ud.,

Atentamente,




