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Resumen

La presente investigacion tuvo como objetivo general, determinar la efectividad de la tincion
de Gram con otras técnicas de laboratorio en la identificacion de Campylobacter spp. a través
de una revision sistemtica. Esta investigacion fue de enfoque cualitativo, disefio no
experimental y tipo revision sistematica, siendo la poblacion de 85 articulos cientificos que se
redujo a muestra de 68 elementos. Los resultados reflejan que los métodos directos son los méas
utilizados en la identificacion de esta bacteria, destacando el uso de PCR con el 61.76%, la
tincion de Gram con el 41.18% y el enzimoinmunoanalisis (EIA) con el 7.35%. Al comparar
la tincién de Gram con la prueba PCR, se obtuvo una sensibilidad de 87.32, con una
especificidad de 99.62, el Valor Predictivo Positivo fue de 92.62 y el Valor Predictivo Negativo
fue de 99.33, también se obtuvieron resultados satisfactorios con respecto a ELISA y qPCR.
Finalmente, se concluye que se encontrd una alta efectividad de la tincion de Gram en la
determinacion de Campylobacter spp. con indice de Kappa de 0.89 con respecto a la prueba
PCR, de 1.00 con respecto a la prueba ELISA y de 0.80 al compararla con la qPCR.

Palabras claves: Campylobacter spp., tincion de Gram, PCR, efectividad



Abstract

The general objective of this research was to determine the effectiveness of Gram staining with
other laboratory techniques in the identification of Campylobacter spp. through a systematic
review. This research had a qualitative approach, non-experimental design and systematic
review type, with a population of 85 scientific articles that was reduced to a sample of 68
elements. The results show that direct methods are the most used in the identification of this
bacterium, highlighting the use of PCR with 61.76%, Gram stain with 41.18% and enzyme
immunoassay (EIA) with 7.35%. When comparing the Gram stain with the PCR test, a
sensitivity of 87.32 was obtained, with a specificity of 99.62, the Positive Predictive Value was
92.62 and the Negative Predictive Value was 99.33, satisfactory results were also obtained with
respect to ELISA and gPCR. Finally, it is concluded that a high effectiveness of the Gram stain
was found in the determination of Campylobacter spp. with a Kappa index of 0.89 with respect
to the PCR test, 1.00 with respect to the ELISA test and 0.80 when compared to the qPCR.

Keywords: Campylobacter spp., Gram stain, PCR, effectiveness



I. Introduccién

Campylobacter spp es un microorganismo presente en el sistema digestivo de muchos
animales salvajes, de granja y de compafiia, siendo responsable de la campilobacteriosis,
enfermedad infecciosa que se trasmitida a los humanos por zoonosis. Sin embargo, su
identificacion, muchas veces es compleja por lo cual se han propuesto diversos métodos de
laboratorio, entre ellos: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, PCR
cuantitativo en tiempo real (QPCR), Método de genotipificacion, Ensayos inmunoldgicos para
Campylobacter, y la Tincion de Gram, siendo este Gltimo uno de los métodos més empleados
por su rapidez y bajo costo.

Gracias al surgimiento de nuevos métodos de identificacion que prometen una mayor
efectividad, el método de Tincion de Gram se ha visto desplazado, a pesar de su precision
analitica y menor costo por prueba, las cuales han sido comprobadas en investigaciones previas.
En este marco, la presente investigacién tiene como finalidad evaluar en un contexto global, la
efectividad de la tincion de Gram en comparacion con otras técnicas de laboratorio en la
identificacion de Campylobacter spp, de modo de tratar de revertir esta tendencia y establecer
recomendaciones en dicha técnica que contribuya en su efectividad.

Asi, el plan de tesis propuesto brindaria informacion relevante para el disefio de
politicas de salud mas eficientes, generando ahorros en tiempo y costos, lo cual es fundamental
para evitar las complicaciones de dichas enfermedades infecciosas. Por ello, el documento se
organiza en los siguientes capitulos: 1) Introduccidn que describe el problema de investigacion,
los antecedentes previos, objetivos y justificacion, 2) Marco teorico, 3) Métodos, el cual
incluye los procedimientos de investigacion empelados para lograr los objetivos y 4) Aspectos

administrativos de tiempo y presupuesto.



1.1 Descripcion y formulacién del problema

La Organizacion Mundial de la Salud (2020) sefiala que, anualmente, cerca de una
de cada diez personas en el mundo experimentan algin tipo de enfermedades que se
transmiten por alimentos, lo cual ocasiona la muerte de al menos 33 millones de personas
saludables, siendo las enfermedades diarreicas las méas frecuentes con 550 millones de casos.
Particularmente, en el caso de nifios menores de cinco afos, las enfermedades diarreicas,
originadas por virus, bacterias y parasitos, causan la muerte de al menos 1.3 millones al afio
(Roy et al., 2015).

Campylobacter, la cual se encuentra dentro del grupo de las Epsilonproteobacterias,
representa una de las primeras causas bacterianas de enfermedades diarreicas que se
transmite por el consumo de alimentos a nivel mundial (Dai et al., 2020). La primera
evocacion de este término, dentro de las infecciones en humanos, se registro en 1886 cuando
Escherich reporté haber observado bacterias espirales no cultivables en heces de infantes
con cuadros diarreicos, a través de un microscopio Optico y desde entonces su estudio ha
constituido innumerables esfuerzos (Leflon-Guibout y Munier, 2016).

Actualmente, el género Campylobacter cuenta con 39 especies y 16 subespecies,
siendo las especies C. jejuni y C. coli, las mas comunes en humanos y cuya infeccion
obedece principalmente, al consumo de carne de ave y productos derivados de ella; asi como
al contacto directos con animales (especialmente, pollos, ovejas, perros, gatos, cabras,
équidos y cerdos) (Hlashwayo et al., 2020); con un riesgo atribuible de transmision a
humanos de 41% y una presentacion clinica variable que va desde diarrea acuosa hasta
disenteria, que pueden culminar en complicaciones como bacteriemia, hepatitis, abortos y
pancreatitis e incluso en artritis reactiva y trastornos neurologicos, como el sindrome de

Guillain-Barre (Moya-Salazar et al., 2016).
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Aunque, como sugieren Platts-Mills et al. (2014) las consecuencias de estas
infecciones en el desarrollo infantil no estan claras, se ha demostrado que infecciones por
Campylobacter (tanto sintomética como asintomética) se asocian a un peso deficiente
durante la primera infancia en el PerQ; en donde anualmente mueren aproximadamente 810
nifios con edades inferiores a 5 afos por este tipo de enfermedades (Cornejo-Tapia et al.,
2017).

El mayor inconveniente para atender esta situacion es que, el diagnéstico etioldgico
de la diarrea en muchos casos no es posible determinarlo con la debida prontitud, esto debido
al acceso limitado a instalaciones sanitarias 0 a la inexistencia de herramientas de
diagndsticos apropiadas en la mayoria de los paises; especialmente, en las zonas rurales y
en aquellos cuyos ingresos son bajos y medios, lo cual refleja gran parte de la dinamica
asistencial en nuestro pais (Cornejo-Tapia et al., 2017).

En el caso particular del diagnéstico de infeccién por Campylobacter, se requiere
poner en practica diferentes métodos que son variables en cuanto a su rapidez y sensibilidad
(Bertholom, 2018). Visto ello, han surgido técnicas de diagnostico independientes del
cultivo, caracterizados por ser mas lentos (Ruiz de Alegria-Puig et al., 2016), dentro de las
cuales se encuentran los métodos moleculares o los soportados en la deteccion de antigenos,
los cuales permiten no solo la identificacion rapida de este patdégeno gastrointestinal, sino la
deteccidn oportuna de resultados negativos (Moure et al., 2018).

No obstante, la efectividad en el desempefio de estos métodos alternativos se ha
desarrollado en paises desarrollados donde la exposicion a especies de Campylobacter, es
esporadica (Platts-Mills et al., 2014). Por otro lado, estos métodos ademas de costos, siguen
requiriendo de los métodos convencionales para la confirmacion de la presencia del
microorganismo; asi como, para la realizacion de pruebas de susceptibilidad a farmacos y

estudios epidemiologicos (Moure et al, 2018; Ruiz de Alegria-Puig et al., 2016).
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En este sentido, la presente investigacion se centra en resaltar la relevancia de un
método de bajo costo, como es la tincion de Gram cuya precisién analitica ha sido
comprobada en distintas investigaciones, pero que esté siendo desplazado por métodos mas
novedosos, bajo la creencia de una mayor efectividad.

Formulacion del problema.

-Problema general.

¢Cudl es la efectividad de la tincion de Gram en comparacion con otras
técnicas de laboratorio en la identificacion de Campylobacter spp?

-Problemas especificos.

e Cuales son los métodos mas utilizados en la identificacion Campylobacter
spp.?

e ;Cudles son las diferencias que se presentan en la sensibilidad, la
especificidad, el valor de prediccién positivo (VPP) y el valor de prediccion
negativo (VPN) de los métodos mas utilizados en la identificacion
Campylobacter spp?

e ;Cudles propuestas pueden establecerse para la optimizacion de la efectividad
de la tincion de Gram en la identificacion Campylobacter spp.?

1.2 Antecedentes

Antecedentes internacionales.

Shams et al. (2017) desarrollaron el estudio “Evaluation of a multiplex PCR
assay for the identification of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli”, con
el objetivo de diferenciar entre ambas especies contrastando los resultados obtenidos
al usar métodos convencionales con el ensayo de PCR. El estudio se desarroll6 en
uno de los méas grandes hospitales de Teheran, Iran con una muestra de 750 casos

sospechosos de Campylobacteriosis, usandose dos técnicas: i) utilizacion de tincion
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Gram y morfologia espiral catalasa y oxidasa positivo, reduccion de nitrato positivo
y acetato de indoxilo hidrdlisis positivo y ii) extraccion de ADN y ensayo de PCR
multiplex. En funcion de ello, se identificaron 35 casos positivos, de los cuales 33
(94%) estaban infectados por Campylobacter jejuni y solo dos casos (6%) fueron
Campylobacter coli. Por otra parte, para alcanzar la identificacion de Campylobacter
spp. utilizaron el ensayo PCR multiplex se requiere 400 pb del producto cadF, pero
para la distincion entre los tipos de especies, éste debe oscilar entre 735 bp y 500 bp
usando hipO y genes asp, respectivamente.

Ruiz de Alegria-Puig et al. (2016) realizaron el estudio “Correlacion entre el
sistema MALDI-TOF Vitek-MS™ 'y los métodos convencionales de identificacion
de bacterias causantes de infeccion gastrointestinal”, basado en la determinacion del
nivel de correlacion de estas técnicas para la deteccion de Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila, Helicobacter
pylori, Campylobacter coli, Aeromonas sobria y Aeromonas veronii. El estudio fue
realizado en el laboratorio de microbiologia del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla de Santander (Espafia), donde se procesaron 110 muestras de
Campylobacter jejuni y 12 de Campylobacter coli, utilizandose como método de
identificacion convencional, el cultivo en medios selectivos para Helicobacter, la
hidrolisis de urea, la prueba de oxidasa y la tincion de Gram, mientras que para la
identificacion mediante espectrometria de masas de Vitek-MS™ (v2 SARAMIS
MS-1D, BioMérieux, Marcy-I"Etoile, Francia) y las discrepancias existentes fueron
identificada de manera genotipica, mediante PCR multiplex. Dentro de los resultados
destaca que para Campylobacter spp., la correlacion entre los métodos utilizados fue
del 100%, demostrandose la similitud de ambos meétodos en la identificacion de este

agente bacteriano.
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Antecedentes nacionales.

Schiaffino et al. (2019) elaboraron el estudio “Antibiotic resistance of
Campylobacter spp. in a Pediatric Cohor Study” enfocado en la determinacion de
patrones fenotipicos de resistencia a antibidticos de bajo costo; para lo cual se
estudiaron muestras de 303 nifios menores de 5 afios de tres comunidades al sureste
de lquitos, utilizandose para ello las pruebas de oxidasa, catalasa y la tincién de
Gram. De esta manera, entre marzo de 2010 y febrero de 2016, se recolectaron
13,204 muestras distribuidas de la siguiente manera: i) 10,008 estudios de vigilancia
(asintomaticos), ii) 3,174 muestras de diarreas y iii) 252 de origen indeterminado,
demostrandose una prevalencia de Campylobacter spp. para 907 casos, de los cuales
664 fueron de muestras de diarreas (prevalencia de 7.9%) y 252 de muestras
provenientes de nifios asintomaticos (prevalencia de 6.6%). Asimismo, del total de
casos, 596 corresponden a C. jenuni.

Ocampo (2017) desarrolld la investigacion titulada “Correlacion entre la
Tincion Gram Interrumpida y el cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en
la identificacion presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de
un Hospital Nacional de Lima en el periodo julio 2015 a junio 2016, con el objetivo
de determinar la correlacion entre estas dos técnicas laboratoriales en la
identificacion de Campylobacter sp en pacientes del referido centro de salud. De esta
manera, se desarroll6 un estudio de disefio no experimental-transeccional, enfoque
cuantitativo y nivel descriptivo-correlacional, en el cual se recolectaron muestras de
heces de 414 pacientes, a las cuales se les realizaron dos pruebas de laboratorio: i)
tincion Gram interrumpida (en la cual se agrego cristal violeta por dos minutos) y ii)
cultivo con filtro con la técnica de la Klebsiella, realizando el cultivo de la muestra

en agar Mueller Hinton Sangre y se adicion6 un filtro de 0.45 um, el cual se cort6 en
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cuatro partes para la reduccion de costos. Los resultados demuestran que, con el
primer metodo se encontraron 391 muestras con resultados negativos (94.4%) para
Campylobacter sp., mientras que con el segundo este nimero se ubicé en 371
(89.6%); asi, al comparar los resultados obtenidos por ambas técnicas, se determin6
un nivel de sensibilidad de 46.5% y una especificidad de 99.2%. Igualmente, se
obtuvieron valores predictivo positivo (VPP) y predictivo negativo (VPN) altos de
la tincion Gram interrumpida con relacion al cultivo con filtro con la técnica de la
Klebsiella, siendo dichos valores 83.4% y 95.5%, respectivamente, indicando la
efectividad del primer método en la identificacion de la bacteria sefialada. Del
estudio, se concluye que existe una correlacion de nivel medio entre ambos métodos,
con un valor Chi-cuadrado de Pearson de 98.401 (p-valor = 0.000 < 0.05) y un
coeficiente Phi de Pearson de 0.481 con un grado de concordancia moderado,
obtenido a través de la prueba indice de Kappa (k = 0.575). Adicionalmente, siendo
la razon de verosimilitud positiva (RV+ = 58.1) mayor que diez y negativa (RV- =
0.54) menor que uno, se comprueba que el método de la tincion Gram interrumpida
dispone de una buena precisién diagndstica en la identificacion presuntiva de
Campylobacter sp.

Hancco (2017) elaboro el trabajo de investigacion “Factores de riesgo en
enfermedades diarreicas agudas asociados a la prevalencia de Campylobactyer jejuni
en nifios menores de cinco afios en el Hospital Carlos Monge Medrano Juliaca2014”,
utilizando heces recolectadas en el laboratorio de dicho establecimiento de salud y
aplicando como métodos de deteccion la coloracion de gran y el cultivo de Medio
Campi. Asi, se elabor6 un estudio descriptivo, observacional, analitico y de corte

transversal con una muestra de 65 nifios, observandose una prevalencia de 20%. De
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manera tal, que se concluye que factores como la crianza de aves, el lavado de manos
y el tipo de vivienda se encuentran asociados a esa prevalencia.
Objetivos

Objetivo general

e Determinar la efectividad de la tincién de Gram con otras técnicas de
laboratorio en la identificacion de Campylobacter spp. a través de una
revision sistematica.

Objetivos especificos

e Identificar los métodos mas utilizados en la identificacién Campylobacter spp.
en las investigaciones consultadas.

e Calcular la sensibilidad, la especificidad, el valor de prediccién positivo (VPP) y
el valor de prediccion negativo (VPN) de los métodos mas utilizados en la
identificacion Campylobacter spp. en las investigaciones consultadas.

e Establecer propuestas para la optimizacion del uso de la tincion de Gram en la
identificacion Campylobacter spp.

Justificacion
1.4.1 Justificacion tedrica.

La discusion respecto a la efectividad de la tincion de Gram en la identificacion
de microorganismos (especialmente en bacterias, aunque es posible la observacion
de algunos hongos y paréasitos) se ha centrado en que, a pesar de su utilidad en el
diagnostico etioldgico, su sensibilidad como técnica es variable, siendo este un
indicador que depende del tipo de muestra y de la carga bacteriana. Es asi que,
cominmente se acompafia de otras técnicas (principalmente, cultivos

microbioldgicos) de laboratorio que inciden en el costo que deben asumir el paciente
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o el Estado; lo cual, en paises en vias de desarrollo, donde la prevalencia de este tipo
de infecciones no es esporadica, representa una carga significativa.

Por lo tanto, se requiere profundizar en alternativas que permitan mejorar su
rendimiento, siendo por ello necesario revisar la forma en la cual ha sido empleada
generando nuevo conocimiento sobre su uso, en cuanto a la higiene dentro del
laboratorio, el tipo de colorante, los tiempos del cristal, la contratinciéon y el
procedimiento de decoloracion previo a ésta. Sobre la necesidad de continuar
enriqueciendo esta discusion cientifica, se justifica tedricamente la presente
investigacion.

1.4.2 Justificacion préctica.

Desde una perspectiva practica, la investigacion contribuyé a establecer una
estandarizacion de la tincion de Gram como técnica en la identificacion de
Campylobacter spp., basada en las mejores praxis empleadas en estudios previos,
con la finalidad de mejorar su rendimiento. Esto sin lugar a dudas, generé ahorros
econdmicos importantes para los involucrados; asi como en el tiempo de deteccién
de la infeccion, lo cual es importante para evitar las complicaciones que se han
descrito; particularmente, en nifios menores de cinco afios y personas
inmunodeprimidas.

1.4.3 Justificacion metodologica.

La utilizacion de experiencias pasadas como fuentes primarias para la
construccién de una investigacion ha cobrado una vigencia importancia en el area
sanitaria; en especial, en la elaboracion de guias de atencion y procedimentales; sin
embargo, es fundamental el uso de una metodologia apropiada que permita entre
otras cosas la seleccion de estudios homogéneos entre si, el aseguramiento de la

calidad de los mismos y la valoracion de las limitaciones presentes. Visto esto, la
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propuesta de revision sistematica que se empled se fundamentd en la declaracion
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA),
lo cual evitd reducir el sesgo presente en dichas fuentes primarias y establecer
recomendaciones con cierto nivel de validez; al tiempo que la seleccion de las
fuentes de primarias se realiz6 de las dos principales bases de datos mundiales de
referencias bibliograficas como Web of Science (WoS) y Scopus, eligiéndose
revistas de alto factor o indice de impacto.
Hipotesis
Hipotesis general.
Ha: La tincion de Gram es la técnica méas efectiva en la
identificacion de Campylobacter spp.
Ho: La tincion de Gram no es la técnica mas efectiva en la
identificacion de Campylobacter spp
Hipdtesis especificas.
Ha: Los métodos directos donde se usa la tincion de Gram son los méas
utilizados en la identificacion Campylobacter spp.
Ho: Los métodos directos donde se usa la tincion de Gram no son los més
utilizados en la identificacion Campylobacter spp.
Ha: Los indicadores de sensibilidad, la especificidad, el valor de
prediccion positivo (VPP) y el valor de prediccion negativo (VPN) de
los métodos convencionales donde se usa la tincion de Gram presentan
el mejor desempefio en la identificacion.
Ho: Los indicadores de sensibilidad, la especificidad, el valor de

prediccion positivo (VPP) y el valor de prediccion negativo (VPN) de



los métodos convencionales donde se usa la tincion de Gram no
presentan el mejor desempefio en la identificacion.

Ha: Es posible la optimizacion del uso de la tincion de Gram en la
identificacion Campylobacter spp.

Ho: No es posible la optimizacion del uso de la tincion de Gram en la

identificacion Campylobacter spp.
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Il. Marco Tedrico
2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1 Campylobacter spp.

Se cree que el primer informe sobre el Campylobacter fue en 1886 por Theodore
Escherich, quien observo y describid bacterias no cultivables en forma de espiral. Desde su
inicio, la estructura taxondmica del género Campylobacter ha experimentado extensos
cambios, més recientemente, Fernandez et al. (2008) afirmaron que el género comprende
20 especies y subespecies. Ademas, se conoce que los Campylobacter son la causa de
enfermedades en los animales desde 1909, pero se han reconocido generalmente como una
causa de enfermedad humana, sélo desde aproximadamente 1980. La familia
Campylobacteraceae consiste en dos géneros, Campylobacter y Arcobacter, y ocurren
principalmente como comensales en humanos y animales domésticos.

En cuanto a su morfologia, el género Campylobacter posee pequefias (0.2-0.8um x
0.5-5um) varillas delgadas, curvadas en espiral, y son Gramnegativo. Cuando se agrupan
dos 0 més bacterias las células forman una "V" o una "'S". Gran parte de las especies poseen
un movimiento como de sacacorchos, por tener un solo flagelo polar sin funda en uno o
ambos extremos de la célula. Las Unicas particularidades son el Campylobacter gracilis que
es no movil y Campylobacter showae que tiene multiples flagelos (Silva et al., 2011).

La actividad de la oxidasa se produce en todas las especies excepto Campylobacter
gracilis, no se fermentan ni se oxidan carbohidratos; en su lugar obtienen energia de los
aminoacidos, o intermedios del ciclo del &cido tricarboxilico. EI Campylobacter jejuni
hidroliza el hipurato, el acetato de indoxilo y reduce Nitrato. Gran parte de las cepas son

resistentes a la cefalotina; asi como, a las fluoroquinolonas. En condiciones de crecimiento



20

desfavorables, estos microorganismos poseen la capacidad de formar células viables, pero
no cultivables (Silva et al., 2011).

La especie Campylobacter es capaz de crecer aun pHentre 6,5y 7,5 y atemperaturas
entre 37° y 42° C. Por esta razon es definida, como termotolerante, pero son incapaces de
crecer a temperaturas iguales o superiores a 55° C, y a temperaturas inferiores a 30° C, por
la ausencia de los genes que codifican la proteina de choque térmico que desempefian un
papel en la adaptacion a las bajas temperaturas (Silva et al., 2011).

Campylobacter spp en humanos.

En los Gltimos afios, el Campylobacter spp se ha transformado en uno de los patdégenos
de origen alimentario mas relevantes, inclusive en los paises de altos ingresos. El
Campylobacter spp es un microorganismo comensal del tracto gastrointestinal de muchos
animales salvajes (aves como gaviotas y patos), animales de granja (cerdos y ganado) y
animales de compafiia (como gatos y perros) y es responsable de las zoonosis. Uno de los
mayores riesgos de contaminacién radica en manipular o comer carne de pollo cruda o poco
cocinada. De hecho, se ha visto que las heces de las aves infectadas pueden contener hasta 105-
108 UFC/qg estos altos niveles permiten que las bacterias se propaguen facilmente en el medio
ambiente, permitiendo asi la contaminacion (Facciola et al., 2017).

La transmision se produce por via fecal-oral mediante la ingestion de agua y
alimentos contaminados. La enfermedad varia desde una diarrea acuosa hasta una diarrea
inflamatoria severa con dolor abdominal y fiebre, incluso puede tener algunas
complicaciones importantes, como el Sindrome de Guillain-Barré, Sindrome del Intestino
Irritable y la Artritis Reactiva (Facciola et al., 2017).

Recientemente, muchos casos de Campylobacter spp aislados de infecciones
humanas, mostraron una importante resistencia a varios antibiéticos como las tetraciclinas

y las fluoroquinolonas. Por estas razones, la prevencion de esta infeccion juega un papel
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esencial. Existen muchas medidas preventivas para limitar la transmision de los patégenos
y la enfermedad subsiguiente, como la vigilancia sanitaria, la vacunacion de las aves de
corral y la correcta higiene de los alimentos a lo largo de toda la cadena de produccion
(Facciola et al., 2017).
2.1.2. Tincién de Gram
Se considera como una técnica de tincion de laboratorio que distingue entre os
grupos de bacterias, mediante la identificacion de diferencias en la estructura de sus paredes
celulares, por lo que constituye una importante herramienta para la deteccién bacteriana en
cuanto a grupos de Gram-positivos y Gram-negativos; asi como, en su identificacion
morfoldgica. La técnica de tincién implica una serie de pasos, que se describen a
continuacion (Sandle, 2004).
1-) Tefiir las células bacterianas con cristal violeta. Implica tomar colonias simples
(puras) de una placa de agar de bacterias en crecimiento, generalmente con unas 18
a 24 horas y tefiir las células con un colorante basico, el cristal violeta, que tifie
todas las células bacterianas azul.
2- ) Fijar la tincion. Consiste en afiadir una solucion de yoduro de potasio: la
solucién de yodo entra en las células y forma un complejo insoluble en agua con el
tinte violeta cristalino.
3-) Usar un disolvente para eliminar la tincion de algunos tipos de bacterias. Las
células son tratadas con alcohol o disolvente de acetona donde el complejo yodo-
cristalino violeta es soluble; aqui después de la tincion solo las células Gram-
positivas permaneceran tefiidas.
4-) Usar una contra tincion. Es el procedimiento, donde las células son tratadas
con un contra colorante; es decir, un colorante acido rojo como safranina, para

hacer visibles las celulas Gram-negativas (decoloradas). Las células Gram-
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negativas contrarrestadas aparecen rojas, y las células Gram-positivas permanecen
azul. El portaobjetos se examina entonces microscopicamente.

Esta tincion, originalmente fue desarrollada por Christian Gram en 1884 para ayudar
a diferenciar las bacterias de las células huéspedes en los tejidos, ha evolucionado como una
herramienta para ayudar a los clinicos a decidir la conducta medica y qué antibidticos deben
utilizarse para el tratamiento de las infecciones, tomando en cuenta que, los organismos
Gram-positivos y Gram-negativos tienen distintas respuestas a algunas clases de agentes
antimicrobianos. Aunque la tincion o mancha de Gram no proporciona informacion
filogenética, refleja las relaciones entre muchos microbios clinicamente relevantes
(O'Toole, 2016).

Desde su desarrollo, se han acopiado pruebas de que la tincion de Gram, diferencia
entre las bacterias en funcion de su ultra estructura atribuido a la gruesa pared celular de los
organismos Gram-positivos, el haber ayudado a retener el Parpura cristal violeta-yodo al
tratarlos con etanol, esto fue confirmado por un trabajo publicado en 1983 en el Journal of
Bacteriology, por Beveridge y Davies, donde se demostrd la retencion diferencial del
precipitado de cristal violeta, ayudando a establecer el mecanismo del método (Beveridge y
Davies, 1983).

Tincion de Gram en la identificacion de Campylobacter spp.

El método de tincion de Gram directa es el metodo mas empleado para la
identificacion de Campylobacter spp, logrando suministrar un resultado presunto a los 30
minutos subsiguientes de la recepcion de la muestra de heces, a bajo costo y con una alta
sensibilidad (Platts-Mills et al., 2014).

En la tincion de Gram, la Campylobacter spp no se tifie adecuadamente con la
safranina, de tal manera que ésta se reemplaza por fucsina fenicada, con la cual, se pueden

observan bacilos pequefios, monotricos bipolares, curvados en forma de S o de C (Devi,
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2019). En la figura 1 se muestra la tipica aparicion de Campylobacter spp posterior a la
tincion de Gram observada bajo un microscopio de luz (x100).
Figural

Tipica aparicion de Campylobacter spp.

Nota. Tomado de Devi (2019).

Como se menciond anteriormente, no solamente la tincién de Gram es una excelente
opcion para la identificacién de Campylobacter spp por ser un método econémico y sencillo,
sino que ademas posee una alta sensibilidad, especificidad, y valor de prediccion, como lo
indican muchos estudios, como el de Wang y Murdoch (2004), quienes en una de 842
muestras fecales diarreicas de nifios, en el método de tincion de Gran una sensibilidad del
89%, una especificidad del 99,7%, un valor predictivo positivo del 97% y un valor
predictivo negativo del 99%.

Asimismo, Chanqueo, Garcia, Leon y Blu (2005) corroboran que la tincion de Gram
posee una sensibilidad de 89%, especificidad de 99,7% y valor predictor positivo de 97%.

Lo que indica que posee una excelente eficacia en la identificacién de Campylobacter spp.
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Esto debido a que todos parametros presentados miden la eficacia real de una prueba

diagndstica, a continuacion, se presenta una descripcion de cada uno, para tener un mayor

acercamiento a su significado en el contexto del estudio (Struthers, 2018).

Sensibilidad: es la posibilidad de catalogar de forma correcta a una persona enferma,
es decir, de que para una persona enferma se consiga en una prueba diagnostica con
resultado positivo. Midiendo la capacidad que posee la prueba para detectar la
patologia, cuando este valor supera el 80%, se toma como alta sensibilidad; es decir,
que el método o prueba es bueno.

Especificidad: es la posibilidad de que una persona sana tenga un resultado negativo
en una prueba; es decir que, con la especificidad lo que se manifiesta son las personas
sanas. En el diagnostico clinico, cuando el valor de especificidad supera el 80%, se
considera buena.

Valor de prediccion positivo (VPP): posibilidad de poseer la enfermedad si el
resultado de la prueba es positivo. Los valores dependen de si la incidencia de una
enfermedad determinada en una poblacion es baja, entonces el VPP tiende a ser bajo,
porque a mayor nimero de individuos sanos, se aumenta el nidmero de falsos
positivos.

Valor de prediccion negativo (VPN): posibilidad de no poseer la enfermedad si el
resultado de la prueba es negativo. Los valores dependen de la incidencia de una
enfermedad determinada, si es elevada el valor predictivo negativo tiende a bajar
porque si hay un gran nimero de individuos enfermos, se acrecienta el nimero de

falsos negativos.
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2.1.3 Otros métodos utilizados en la identificacion Campylobacter spp.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional

Se concibe como una técnica de la biologia molecular, que permite la obtencién de una
gran cantidad de copias de un fragmento de ADN particular, a raiz de un fragmento original.
La PCR tiene como utilidad la identificacién con una probabilidad elevada de microorganismos
causantes de enfermedades, entre otros; por lo que se considera como una técnica muy
empleada, pero sobre todo a nivel forense (Ricke et al., 2019).

Por otra parte, numerosos enfoques asentados en la PCR han tenido éxito para la
deteccion de especies de Campylobacter spp, siendo un objetivo central de los ensayos de PCR
diferencial el 16S gen del ADNr. Los primeros esfuerzos de Giesendorf (1992) se concentraron
en primeros PCR que apuntaban a las regiones variables del 16S genes de ARNTr de tres
especies de Campylobacter: C. jejuni, coli, y Lari. Los estudios se centraron en la PCR
oligonucle6tidos para cada epiteto de especie junto con un oligonucle6tido de Campylobacter
especifico de género, que fueron creados y validados.

A lo largo del tiempo, también se han empleado otras dianas genéticas, que explotan
el transporte de las diferencias especificas de los genes en estrechas especies de Campylobacter
relacionadas. Oyofo (1992) desarroll6 los ensayos de PCR asentados en las regiones aguas
arriba especificas de la especie de los genes flagelinos flaA y flaB para diferenciar C. jejuni y
C. coli. Los géneros de Campylobacter spp y no Campylobacter fueron incluido en el analisis
para evaluar la especificidad de la deteccion. Utilizando una plantilla purificada, el ensayo
logro una deteccion general sensibilidad del 98,5%.

Aunqgue la PCR representa una mejora en comparacion con los métodos de cultivo
tradicionales apoyados en la microbiologia, la identificacion especifica de Campylobacter en
matrices mixtas sigue siendo un reto. Esta variabilidad esta influenciada por varios factores,

como inhibidores de la polimerasa, la presencia de bacterias, material fecal, y bajas cantidades
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de células existentes en un gran volumen de muestra. Innovaciones en la PCR han abordado
muchas de esas limitaciones, tales como como inhibidores de la reduccion, incluyendo un paso
de enriquecimiento antes de la PCR, y acoplar el ensayo de PCR con otros ensayos como
ELISA para mejorar la sensibilidad del ensayo (Park et al., 2014).

On et al. (2013) destacaron que como nuevos Campylobacter spp. son descubiertos, es
critico revalidar la PCR existente ensayos para C. jejuni y C. coli para reconfirmar la
especificidad de la especie y evitar los resultados falsos positivos. Multiples laboratorios
clinicos evaluaron 31 ensayos diferentes de PCR de Campylobacter para detectar y diferencian
las especies de Campylobacter. Los resultados generales de sensibilidad oscilaban entre el 0 y
el 100% vy la especificidad oscilaban entre el 55 y el 100%.

PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR).

La gPCR cuantitativa en tiempo real es una variante de la PCR empleada para
amplificar y a la vez cuantificar de manera absoluta el producto de la amplificacion del ADN.
Se considera una metodologia moderna para estudiar la expresion génica, de patégenos y
secuencias de &cido nucleico intercalando tintes fluorescentes que podrian ser detectados con
sistemas especializados de imagenes de laser. Los tintes se acumulan con cada ciclo con una
intensidad, que es directamente proporcional a la cantidad de ADN de la plantilla objetivo
(Kralik y Ricchi, 2017).

Una mayor sensibilidad de la deteccion de fluorescencia y la implementacion de
camaras especializadas reduce el tiempo que toma para detectar un segmento genético
especifico. La velocidad y la especificidad de la qPCR permitieron la aplicacion generalizada
de su uso para la répida deteccion y cuantificacion de los patégenos transmitidos por los
alimentos, como la Campylobacter spp (Ricke et al., 2019). Un estudio realizado por do

Nascimento et al (2016) denominado “Combination of different methods for detection of
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Campylobacter spp. in young children with moderate to severe diarrhea” encontrd una
sensibilidad de 90% y una especificidad de 90%.

Método de genotipificacion.

Es un proceso que se emplea para establecer diferencias en la estructura genética de una
persona examinando la secuencia de ADN mediante ensayos bioldgicos, se aplica también a
los microorganismos como las bacterias y virus para contribuir a controlar la propagacién de
patdgenos, conociéndose como epidemiologia molecular. La genotipificacién se considera
métodos precisos para identificar y clasificar el Campylobacter en corto tiempo, permitiendo
identificar la fuente de la infeccion, el vehiculo de transmision, y la incidencia de la
campilobacteriosis (Ricke et al., 2019).

La identificacion temprana basada en la genética de Campylobacter spp se centré en la
aplicacion de comparaciones de homologia de ADN para clasificar y tipificar los aislamientos
de Campylobacter. A principios de la década de 2000, varios enfoques diferentes de genotipado
estan disponibles para el Campylobacter, incluida la flagelina tipificacion de genes,
electroforesis en gel de campo pulsado, ribotipado, ADN polimoérfico amplificado al azar,
amplificado polimorfismo de longitud de fragmentos, analisis PCR-RFLP mudltiple y la
tipificacion de secuencias multilocales (Ricke et al. ,2019).

Ensayos inmunologicos para Campylobacter.

Son un conjunto de técnicas inmunoquimicas analiticas de laboratorio que emplean
complejos inmunes, para medir una molécula como marcador que forma parte de la reaccion
con el complejo inmune en el ensayo quimico. Su gran especificidad y sensibilidad permite
cuantificar los compuestos presentes en liquidos organicos en concentraciones reducidas, del
orden de picogramos/ml o de nanogramos/ml. El desarrollo del inmunoensayo ha tenido gran

relevancia en el diagnostico médico a través de pruebas de laboratorio (Ricke et al., 2019).
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Cabe destacar que, la metodologia basada en la inmunidad para la identificacion de la
transmision de patdgenos incluye ensayos inmunoenzimaticos (ELISA), citometria de flujo e
inmunofluorescencia cuantitativa, entre otros, fabricados especificamente para detectar
patdgenos especificos. Ademas, los anticuerpos pueden ser modificados, lo que incluye
comunmente la conjugacion de varias detecciones como la peroxidasa del rabano, para mejorar
la sensibilidad de deteccion y especificidad de los diversos epitopos objetivo (Alahi y
Mukhopadhyay, 2017).

Los métodos inmunoldgicos dedicados a la deteccion y la cuantificacion de
Campylobacter spp son un relevante aporte. Gran parte de las primeras investigaciones se
centraron en el descubrimiento de antigenos de Campylobacter conservados y no especificos
de la especie que son atacados por anticuerpos monoclonales, como los lipopolisacéridos,
flagelina, y otros antigenos proteicos para la deteccién de inmunoensayos (Oyarzabal y Battie,
2012).

Desde el desarrollo de los métodos basados en la inmunologia, hasta detectar la
Campylobacter, varios inmunoensayos comerciales han salido al mercado y han sido
comparados con métodos de deteccién no inmunolégicos (Ricke et al., 2019). EI método de
ELISA es el méas empleado, un estudio realizado por do Nascimento et al (2016) denominado
“Combination of different methods for detection of Campylobacter spp. in young children with

moderate to severe diarrhea” encontré una sensibilidad de 97% y una especificidad de 80%.
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I11. Método
3.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion se enmarco dentro del enfoque cualitativo, ya que busco
comprender y profundizar en los fendmenos, en este caso mediante una revision sistémica. Para
Hernandez et al. (2014), la investigacién cualitativa “busca comprender la perspectiva de los
participantes acerca de los fendmenos que los rodean, profundizar en sus experiencias,
perspectivas, opiniones y significados, es decir, la forma en que los participantes perciben
subjetivamente su realidad” (p. 364).

Sobre la revision sistémica, segin Moreno et al. (2018) constituyen resimenes
estructurados y claros de la informacién que esta disponible direccionada a responder una
especifica pregunta clinica. Debido a que estan compuestas por multiples fuentes de
informacion y articulos, constituyen el mas alto nivel de evidencia en la jerarquia de la
evidencia, como se muestra en la figura 2.

Figura 2

Jerarquia de la evidencia

Revisiones
Sistematicas

Ensayos Clinicos
Aleatorizados

Estudios
Observacionales

Investigaciones
Basicas

Nota. Tomado de Moreno et al. (2018)
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Las revisiones sistematicas describen el proceso de elaboracion comprensible para la
recoleccion, seleccion, evaluacion critica y resumen de toda la evidencia disponible (Moreno
etal., 2018).

Asimismo, es importante destacar, que la investigacion cont6 con un nivel descriptivo
y un disefio no experimental, porque no considera la manipulacion de variables, fue de corte
transversal (Carrasco, 2017).

3.2 Ambito temporal y espacial

3.2.1 Ambito temporal

Temporalmente, el presente estudio tuvo como dmbito los correspondientes a las
fuentes de informacion con afios desde el 2012 hasta el 2022.

3.2.2 Ambito espacial

En referencia a la delimitacion espacial, se tomé en cuenta estudios publicados en
inglés o espafiol, realizado en cualquier pais.

3.3 Variables

Variables independientes.

Tincion de gram: se consideraron como una técnica de tincion de laboratorio que
distingue entre dos grupos de bacterias mediante la identificacion de diferencias en la estructura
de sus paredes celulares, por lo que constituye una importante herramienta para la
identificacion bacteriana en cuanto a grupos de Gram-positivos y Gram-negativos, asimismo,
como su morfologia (Sandle, 2004).

Otras técnicas de laboratorio: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional, PCR cuantitativo en tiempo real (JPCR), Método de genotipificacion y ensayos
inmunologicos para Campylobacter

Variable dependiente. Identificacion de Campylobacter spp.: el Campylobacter spp

es un microorganismo comensal del tracto gastrointestinal de muchos animales salvajes (aves
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como gaviotas y patos), animales de granja (cerdos y ganado) y animales de compafiia (como
gatos y perros) y es responsable de la campilobacteriosis. Su identificacion, muchas veces es
compleja por lo que se han creado gran cantidad de métodos de laboratorio que brindan
opciones para para poder identificar estas bacterias Gramnegativas (Silva et al., 2011). Aqui
se incluyen los métodos: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, PCR
cuantitativo en tiempo real (QPCR), Método de genotipificacion y Ensayos inmunoldgicos para

Campylobacter.



Tabla 1

Operacionalizacion de las variables
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VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES INSTRUMENTO
Variable Sensibilidad - Nivel de sensibilidad bueno (>80%)
independiente Se considera como una técnica de tincion - Nivel de sensibilidad inadecuado (<80%)
de laboratorio que distingue entre dos
Tincién de Gram grupos de bacterias mediante la Especificidad -Nivel de especificidad bueno (>80%)
identificacion de diferencias en la -Nivel de especificidad inadecuado (<80%)
Reaccion en cadena estructura de sus paredes celulares, por lo
de la polimerasa que constituye una importante herramienta Valor de prediccion -Resultados positivos en enfermos.
(PCR) para la identificacion bacteriana en cuanto a positivo (VPP) -Total de resultados positivos.
Convencional grupos de Gram-positivos y Gram-
negativos, asimismo, como su morfologia
PCR cuantitativo (Sandle, 2004). Valor de prediccion -Resultados negativos en sanos.
en tiempo real negativo (VPN) -Total de resultados negativos. Ficha de
(gPCR) recoleccion
Método de

genotipificacion

Ensayos inmunoldgicos
para Campylobacter

Variable dependiente EI Campylobacter spp es un microorganismo

comensal del tracto gastrointestinal de muchos
Identificacion de animales salvajes (aves como gaviotas y
Campylobacter spp patos), animales de granja (cerdos y ganado) y

animales de compafiia (como gatos y perros) y
es responsable de la campilobacteriosis. Su
identificacidn, muchas veces es compleja por
lo que se han creado gran cantidad de métodos
de laboratorio que brindan opciones para para
poder identificar estas bacterias
Gramnegativas (Silva et al., 2011). Aqui se
incluyen los métodos: Reaccion en cadena de
la polimerasa

Casos negativos

Casos positivos

Porcentaje de casos (%)

Porcentaje de casos (%)
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3.4 Poblacién y muestra

Segun Hernéndez et al. (2014), la poblacion se define como el conjunto de elementos
a los cuales atiende un trabajo de investigacion y que permiten generar los resultados. Para
definir la poblacion se utilizé una estrategia de busqueda en Scopus, Scielo y Redalyc,
considerando como palabra clave: Campylobacter spp. La revision abarcé estudios publicados
en espafol e inglés publicados entre el 01-01-2012 y el 28/02/2022, lo cual arrojé una cantidad
de articulos cientificos de 1,716, de los cuales 137 estaban duplicados y redujo la cantidad a
1,579. De esta cantidad de investigaciones, se excluyeron 1,494 al revisarse el resumen y el
titulo, considerandose que el propoésito del estudio no se enmarcaba en la identificacion de
Campylobacter spp.; por lo tanto, la poblacion fue de 85 articulos como se muestra en la figura
3.

Figura 3

Determinacion de la poblacién y muestra

BUSQUEDAFEN LALITERATTURA:
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Eavision da manuseritos v aplicacion da eriferios de inelusion v
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Estudios mehuidos en la revision narrativa (n = 68) |
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Luego, para el célculo de la muestra, se aplicaron los siguientes criterios:

e Criterios de inclusion. (i) Articulos cientificos que identifiquen frecuencia de
positividad de Campylobacter spp. para una poblacién humana, (ii) articulos
cientificos que expliquen el método de deteccion y (iii) articulos cientificos que
demuestren coherencia metodoldgica en la determinacion de resultados.

e Criterios de exclusion. (i) Articulos cientificos correspondientes a revisiones
sistematicas, resefias y editoriales y (ii) articulos cientificos cuyas cifras se
basan en fuentes externas oficiales, como base de datos de sistemas publicos.

De esta manera, al incorporar estos criterios, se excluyeron 17 estudios, tal como se
indica en la figura 3, finalizandose con una muestra de 68 articulos, los cuales se distribuyen
segun origen (continente), afio, idioma y base de datos donde se encontrd segun lo expresado
en las figuras 4, 5,6y 7.

Figura 4

Distribucidn de la muestra por continente donde se realizé el estudio
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Segun lo expresado en la figura 4, el 32.35% (n = 22) de los estudios fueron realizados
en Asia (destacando China con 5 y Bangladesh e India con 3), el 30.88% (n = 21) se

desarrollaron en América (destacando Estados Unidos con 5y Brasil con 3), el 19.12% (n =
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13) en Europa (destacando Espafia con 3), el 14.71% (n = 10) en Africa (destacando Etiopia
con 3) y el 2.94% (n = 2) en Oceania (ambos en Papua Nueva Guinea).

Figura 5

Distribucion de la muestra por afio de publicacion
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Con base a lo reflejado en la figura 5, el 17.65% (n = 12) de los estudios se publicaron
en 2020, mientras que un 11.76% (n = 8) fueron publicados en 2015, 2016 y 2021. El 10.29%
(n =7) correspondieron al afio 2013, el 8.82% (n = 6) al afio 2018 y el 7.35% (n = 5) tanto para
el 2012 como el 2020. Finalmente, en el afio 2017 se publicd el 5.88% (n = 4) de los articulos

analizados, el 4.41% (n = 3) en el 2014 y el 2.94% (n = 2) en el 2022.



Figura 6

Distribucion de la muestra segun idioma por el que fue publicado
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De acuerdo a la figura 6, el 98.53% (n = 67) de los articulos cientificos analizados

fueron publicados en idioma inglés, mientras que el 1.47% (n = 1) se publicaron en idioma

espafiol.

Figura 7

Distribucion de la muestra por pais donde se realiz6 el estudio
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De la figura 7, se aprecia que el 83.82% (n = 57) fueron publicados en Scopus, el
10.29% (n = 7) se publicaron en Scielo, el 2.94% (n = 2) se publicaron en Scielo / Redalyc y
el 1.47% (n = 1) se encontraron en Redalyc y el restante 1.47% en Scopus y Scielo.

3.5 Instrumentos

Debido a la naturaleza cualitativa de la investigacion, se empled la técnica de la revision
documental y como instrumento, una ficha de recoleccién de datos del articulo que permitié
conocer aspectos claves como: titulo, autores, afio de publicacion, métodos de identificacion
de Campylobacter Spp utilizados, sensibilidad, especificidad, valor de prediccion positivo
(VPP), valor de prediccion negativo (VPN), recomendaciones para optimizar los métodos de
deteccion y referencia bibliografica.

3.6. Procedimientos
Los procedimientos empleados en la revision sistematica se basaron en los siguientes

pasos:

Paso 1: Enmarcar las preguntas claves

Es decir, se definieron los problemas en forma de preguntas claras sin ambigiiedades y
estructuradas antes de comenzar la labor de revision.

Paso 2: Identificacion de los estudios

Consistio en la busqueda de articulos cientificos aplicando los términos claves definidos
en la poblacion, asi como también los criterios de inclusion y exclusion.

Paso 3: Evaluacion de la calidad de los estudios

Residio en inspeccionar la calidad de los estudios en conformidad al nivel de informacion
extraida y la heterogeneidad del contenido.

Paso 4: Resumir las pruebas

Radico en la tabulacion de las caracteristicas, y las implicaciones de efectividad de los

métodos en los estudios, asi como también en la utilizacion de procedimientos
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estadisticos descriptivos explorando las diferencias y semejanzas entre los articulos
evaluados.
Paso 5: Interpretar los hallazgos
Consistio en reflexionar sobre los hallazgos encontrados y la posibilidad de utilizarse
para generalizarse. Asimismo, se generaron las recomendaciones de optimizacién de la
Tincién de Gram en funcidn de los puntos fuertes y débiles de los métodos evaluados.
3.7 Analisis de datos
Se efectu6 mediante tablas de resultados descriptivos y diagramas de relaciones para
demostrar la efectividad de los métodos estudiados. Incluy6 también el analisis de los datos en
relacion con la variacion entre los estudios (heterogeneidad).
3.8 Consideraciones éticas
Dada la naturaleza documental la investigacion, no implicé riesgos éticos de

consideracién, asimismo, se respeto el derecho de autor y los métodos de citacidn respectivos.
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IV. Resultados
En esta seccion se presentan los hallazgos obtenidos que serdn presentados por cada
objetivo, debe destacarse que los resultados alcanzados provienen del analisis de los articulos
cientificos seleccionados.
Objetivo especifico N° 1: Identificar los métodos mas utilizados en la
identificacion Campylobacter spp. en las investigaciones consultadas

Tabla 2

Métodos mas utilizados en la identificacion de Campylobacter spp

Cantidad de articulos

N° Método %
donde se emplea
1 PCR 42 61.76%
2 Tincion de Gram 28 41.18%
3 EIA (ELISA) 5 7.35%
4 FilmArray 3 4.41%
5 qurocultlvp en agar sangre mediante el 1 1.47%
método de filtracion
Ensayo diagndstico molecular (multiplex 0
6 XTAG Gastrointestinal Panel) 1 1.47%
7 E_nsayo EntericBio Gastro Panel | en 1 1.47%
tiempo real
8 EntericBio Panel Il (DNA y PCR) 1 1.47%
Método de amplificacion isotérmica 0
9 mediada por bucle (LAMP) 1 1.47%
10 Método de difusion en disco en agar sangre 1 1.47%
11 Meétodo de filtro de membrana 1 1.47%
12 Prueba de hemaglutinacion 1 1.47%
13 Secuenciacion de ARN meta-total 1 1.47%
Pruebas  bioquimicas  convencionales 0
14 (Oxidasa-Catalasa) 1 1.47%
15 Skirrow 1 1.47%

De acuerdo a lo presentado en la tabla 2, se observa que en los 68 articulos cientificos
consultados se emplearon (individual o conjuntamente) un total de 15 métodos distintos. Asi,
se aprecia que en el 61.76% (n = 42) de los articulos consultados se utilizé el método PCR para
la identificacion de Campylobacter spp., mientras que el 41.18% (n = 28) se uso0 la tincién de
Gram, el 7.35% (n = 5) se empled el enzimoinmunoanélisis (EIA) y en el 4.41% (n = 3) la

prueba FilmArray.
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Objetivo especifico N° 2: Calcular la sensibilidad, la especificidad, el valor de
prediccion positivo (VPP) y el valor de prediccion negativo (VPN) de los métodos mas
utilizados en la identificacion Campylobacter spp. en las investigaciones consultadas.

Tabla 3

Resultados de la tincion de Gram y el método Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en

la identificacién de Campylobacter spp

Tincién de Gram PCR
N° Autor Total positivo Total negativo ~ Total positivo  Total negativo ~ Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
Lowenstein 0 0 0 0
1 oial (o020 11(859%)  295(96.41%)  11(359%)  295(96.41%) 306
2 m;%\/zez“) ® 45(11.78%) 337 (3822%) 26 (6.81%) 356 (93.19%) 382
3 é%'ig‘ir etal 53(074%) 3,066 (99.26%) 22 (0.71%) 3,067 (99.29%) 3,089
4 é%"i’gie etal 15 (0553%) 35(7447%) 20 (42.55%) 27 (57.45%) 47
5 Zl'tz(g%rlaé‘; ' 86(3.11%) 2,681 (96.89%) 95 (3.43%) 2,672 (96,57%) 2,767
6 ?2'823) et Al g656%)  114(93.44%)  11(9.02%) 111 (90.78%) 122
7 ?zeo'igfr etal. o0 (a06%) 473 (45.94%) 28 (5.68%) 465 (94.32%) 493
8 Z;e?;&g) ® 13(11.40%) 101 (88.60%) 13 (11.40%) 101 (88.60%) 114
9 g%hz"l];‘” etal 104 (31.5206) 226 (68.48%) 104 (31.52%) 226 (68.48%) 330
Khalaf y
10 Abdulrahman 34 (17.00%) 166 (83.00%) 26 (13.00%) 174 (87.00%) 200
(2020)
11 ?Z%rzatl') etal 19(6.71%) 264 (93.29%) 42 (14.84%) 241 (85.16%) 283
Do
12 Nascimento 20 (13.07%) 133 (86.93%) 18 (11.76%)  135(88.24%) 153
et al. (2016)
Total 305 (4.77%) 7,891 (95.23%) 416 (5.02%) 7,870 (94.98%) 8,286

De acuerdo a lo presentado en la tabla 3, se aprecia que en 12 articulos cientificos
comparan los resultados de positividad obtenidos entre la tincion de Gram en la identificacion
de Campylobacter spp. con lo determinado por la prueba PCR, esto engloba la cifra de 8,286
individuos que fueron sometidos conjuntamente a dicha evaluacion. Asi, de acuerdo a la tincion

de Gram, se aprecia un porcentaje de positividad de 4.77% con 395 casos, mientras que se
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evidencio un total de 7,891 casos negativos (95.23%). Por otra parte, con el empleo del PCR

se obtuvo una positividad de 5.02% (n = 416) y un total de 7,870 casos negativos (94.98%).

Se aprecia que en tres estudios analizados no se apreciaron diferencias, siendo ellos los

realizados por Lowenstein et al. (2020) con nifios de una comunidad rural del Ecuador,

Fiedoruk et al. (2015) con nifios de hasta 15 afios admitidos en hospitales publicos por diarrea

en Polonia y Rahman et al. (2021) con pacientes admitidos en un hospital por diferentes

sintomas de gastroenteritis aguda en Bangladesh.

Tabla 4

Comparacion de los resultados de la Tincion de Gram y el método Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) en la identificacion de Campylobacter spp

PCR
Resultados Positivos Negativos Total
Tincién de Gram Positivos VP =365 FP =30 VP + FP = 395
Negativos FN =53 VN = 7,838 FN + VN =7,891

Total

VP+FN=418 FP+VN=7868 N =8,266

VP 365

Sensibilidad diagnéstica = * 100 = —* 100 = 87.32
VP+FN 418
Especificidad diagnostica = £100 = 22224100 = 99.62
VN+FP 7.868
Célculo del Valor Predictivo Positivo = 100 * ——— = 100 * -2 = 92.41
VP+FP 395
Calculo del Valor Predictivo Negativo = 100 = N = 100 « 228 = 99,33
VN+FN 7,891

De la tabla 4, se puede apreciar que la sensibilidad de la tincion de Gram en la

determinacion de Campylobacter spp. fue de 87.32, con una especificidad de 99.62. Ademas,

el Valor Predictivo Positivo fue de 92.41 y el Valor Predictivo Negativo fue de 99.33.
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Tabla b

Resultados de la tincion de Gram y la prueba de ELISA en la identificacion de Campylobacter

spp
Tincion de Gram ELISA
Autor Total positivo Total negativo  Total positivo ~ Total negativo ~ Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
eDtoalN?zsg'lrg)e”to 20 (13.07%) 133 (86.93%) 20 (13.07%)  133(86.93%) 153
Total 20 (13.07%) 133 (86.93%) 20 (13.07%) 133 (86.93%) 153

De acuerdo a lo presentado en la tabla 5, se aprecia que un solo articulo cientifico
compara los resultados de positividad obtenidos entre la tincion de Gram con lo determinado
por la prueba de ELISA en la identificacion de Campylobacter spp., esto engloba la cifra de
153 individuos que fueron sometidos conjuntamente a dicha evaluacion y se refiere al articulo
cientifico elaborado por Do Nascimento et al. (2016) con nifios de 0 a 36 meses que asisten por
diarrea a un hospital de Brasil.

Se aprecia que en ambos estudios la positividad en la identificacion de Campylobacter
spp. se ubico en 13.07% con 20 casos de un total de 153 pacientes evaluados por dichos autores,
asi la cantidad de casos negativos fue de 86.93% (n = 133).

Tabla 6

Comparacion de los resultados de la tincion de Gramy la prueba de ELISA en la identificacion

de Campylobacter spp
ELISA
Resultados Positivos Negativos Total
Tincion de Gram Positivos VP =20 FP=0 VP +FP =20
Negativos FN=0 VN =133 FN + VN =133
Total VP+FN=20 FP+VN=133 N =153
- . ;.- vp 20
e Sensibilidad diagnostica = * 100 = —* 100 = 100.00
VP+FN 20
P f 7 ax VN 133
e Especificidad diagnostica = —* 100 = PP 100 = 100.00

VP
VP+FP

e Calculo del Valor Predictivo Positivo = 100 = =100 = % =100.00
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VN 133

=100 * — = 100.00
VN+FN 133

e Calculo del Valor Predictivo Negativo = 100 *

De latabla 6, se puede apreciar que la sensibilidad, la especificidad, el VValor Predictivo
Positivo y el Valor Predictivo Negativo fue de 100.00 de la tincion de Gram en la determinacion
de Campylobacter spp.

Tabla 7

Resultados de la tincion de Gram y la PCR cuantitativa (QPCR) en la identificacion de

Campylobacter spp
Tincion de Gram gPCR
Autor Total positivo Total negativo  Total positivo ~ Total negativo ~ Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
EtoalNz"zsg'lrgfnto 20 (13.07%) 133 (86.93%) 14 (9.15%) 139 (90.83%) 153
Total 20 (13.07%) 133(86.93%) 14 (9.15%) 139 (90.83%) 153

De acuerdo a lo presentado en la tabla 7, se aprecia que un solo articulo cientifico
compara los resultados de positividad obtenidos entre la tincién de Gram con lo determinado
por la PCR cuantitativa (qQPCR) en la identificacion de Campylobacter spp., esto engloba la
cifra de 153 individuos que fueron sometidos conjuntamente a dicha evaluacion y se refiere al
articulo cientifico elaborado por Do Nascimento et al. (2016) con nifios de 0 a 36 meses que
asisten por diarrea a un hospital de Brasil.

Se aprecia que, conforme a la tincién de Gram, la positividad en la identificacién de
Campylobacter spp. se ubic6 en 13.07% con 20 casos de un total de 153 pacientes evaluados
por dichos autores, asi la cantidad de casos negativos fue de 86.93% (n = 133), mientras que,

con la qPCR, la positividad se ubic6 en 9.15% (n = 14) y los casos negativos en 139 (90.83%).
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Tabla 8

Comparacion de los resultados de la tincion de Gram y la prueba de gPCR en la identificacion

de Campylobacter spp
qPCR
Resultados Positivos Negativos Total
Tincién de Gram Positivos VP =14 FP=6 VP +FP =20
Negativos FN=0 VN =133 FN + VN =133

Total VP+FN=14 FP+VN =139 N =153

e Sensibilidad diagnostica = P 4100 = =2%100 = 100.00

VP+FN 14
e Especificidad diagnostica = N 4100 = =2 %100 = 95.68
VN+FP 139
e Calculo del Valor Predictivo Positivo = 100 * —— = 100 * — = 70.00
VP+FP 20
e Caélculo del Valor Predictivo Negativo = 100 = N~ 100 « 22 = 100.00
VN+FN 133

De la tabla 8, se puede apreciar que la sensibilidad de la tincién de Gram en la
determinacion de Campylobacter spp. fue de 100.00, con una especificidad de 95.68. Ademas,
el Valor Predictivo Positivo fue de 70.00 y el Valor Predictivo Negativo fue de 100.00.

Objetivo especifico N° 3: Establecer propuestas para la optimizacion del uso de la
tincién de Gram en la identificacion Campylobacter spp.

En latabla 9, se observa que la principal recomendacién en el uso de la tincion de Gram
para la identificacion de Campylobacter spp. se refiere a la necesidad de confirmar la presencia
y el tipo de especie a través de PCR, tal como sefialan Lowenstein et al. (2015), Li et al. (2018)
y Barati et al. (2021). Sin embargo, del estudio de Metreveli et al. (2015) queda claro que es
necesario identificar el estado de la Campylobacter spp., para identificar el método mas eficaz

en la deteccion.
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Tabla 9

Recomendaciones para optimizar el uso de la Tincion de Gram en la identificacion de

Campylobacter spp

Autor Recomendacion
Lowenstein et al. (2015) Se debe confirmar la presencia y tipo de especie a través de PCR
Considerando, la microbiota de fondo y del estado de la Campylobacter
Metreveli et al. (2015) spp., es bien sabido que la eleccion de medios selectivos puede influir
en la eficacia de deteccion
Cebadores utilizados para RFBS24 ver. 5: para mejorar la RFBS24, se
Kawase et al. (2016) redisefiaron 13 pares de cebadores y se combinacidn apropiada de pares
de cebadores fue cuidadosamente dispuestos en 8 juegos.
Las colonias sospechosas fueron recogidas e identificadas por tincion
Li et al. (2018) de Gram y pruebas bioquimicas. Se utilizaron multiples pruebas de
PCR para confirmar e identificar la especie segun el estudio anterior
También se realizaron examenes moleculares para evaluar e identificar
con precision las especies de Campylobacter.

Barati et al. (2021)

Objetivo general: Determinar la efectividad de la tincion de Gram con otras
técnicas de laboratorio en la identificacion de Campylobacter spp. a través de una revision
sistematica.

Para la determinacién de la efectividad de la tincion de Gram con otras técnicas de
laboratorio en la identificacion de Campylobacter spp., se aplicé el indice Kappa
encontrandose que al comparar los resultados de tincién de Gram con lo hallado a través de la

prueba PCR se aprecia un valor de 0.89, que lo ubica en el nivel casi perfecto.

Py—Pe _ 0.99-0.91 _

e indice Kappa = = 0.89
1-P, 1-0.91
P _a+d_34-7+7,705 _
°~ N — 8133
txr4+uxs 400%«375+ 7,733 7,758
n*n 8,133 % 8,133

Obviamente, dada la similitud en la positividad en la identificacion de Campylobacter
spp., entre la tincion de Gram y la prueba de ELISA, el indice Kappa resultante serad de 1, lo
que refleja un nivel perfecto.

Por otra parte, el indice Kappa al comparar los resultados de tincion de Gram con lo

hallado a través de la prueba PCR se ubicé en 0.80, que lo ubica en el nivel casi perfecto.



Py—P, _ 0.96-0.80 _

® indice Kappa="—* = =———==0.80
p _a+d_14+133_096
°” N — 153 7
txr+uxs 14+204+ 139133
P, = = = 0.80

n*n 153 x 153
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V. Discusion de resultados

Con base al primer objetivo especifico N° 1, se observa que, de acuerdo a la consulta
de los 68 articulos cientificos, los métodos PCR con una frecuencia de 61.76%, la tincion de
Gram con 41.18% y el inmunoensayo enzimatico con 7.35% fueron las técnicas mas utilizadas
en la deteccién de Campylobacter spp., lo cual permite confirmar la hipotesis relativa a que los
métodos directos donde se usa la tincion de Gram son los mas utilizados en la identificacion
Campylobacter spp.

Este resultado también fue confirmado en los trabajos de Shams et al. (2017) quienes
utilizaron el ensayo PCR vy la tincion de Gram en la identificacion de Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli; asi como, el de Schaffino et al. (2019), donde se emplearon las pruebas
de oxidasa, catalasa y la tincion de Gram. Adicionalmente, en los estudios de Ruiz de Alegria-
Puig et al. (2016) y de Ocampo (2017) también se comprueba el uso de la prueba PCR, la
prueba de oxidasa y la tincion de Gram. Incluso, en el estudio de Hancco (2017) solo se empleo
la tincion de Gram en la identificacion de esta bacteria.

En lo que respecta al segundo objetivo especifico, se determiné que al comparar la
tincion de Gram con la prueba PCR en la identificacién de Campylobacter spp., la sensibilidad
diagndstica fue de 87.32, con una especificidad de 99.62. Ademas, el Valor Predictivo Positivo
fue de 92.62 y el Valor Predictivo Negativo fue de 99.33. No obstante, al compararla con la
prueba ELISA, los valores de la sensibilidad, la especificidad, el VValor Predictivo Positivo y el
Valor Predictivo Negativo fue de 100.00 y con respecto a la prueba gPCR se obtuvo una
sensibilidad diagndstica de 100.00, con una especificidad de 95.68. Ademas, el Valor
Predictivo Positivo fue de 70.00 y el Valor Predictivo Negativo fue de 100.00.

En relacion a lo anterior, se comprueba la segunda hipotesis del estudio, en relacion a
que los indicadores de sensibilidad, la especificidad, el valor de prediccion positivo (VPP) y el

valor de prediccién negativo (VPN) de los métodos convencionales donde se usa la tincion de
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Gram presentan el mejor desempefio en la identificacion. Esto se encuentra perfectamente
alineado a los resultados de Shams et al. (2017) y Ruiz de Alegria-Puig et al. (2016) donde la
prueba PCR confirmo todos los casos sospechosos de la presencia de dicha bacteria que se
obtuvieron con la tincién de Gram.

Por otra parte, estos resultados son superiores a los que obtuvo Ocampo (2017), cuyo
estudio centrado en comparar la tincion de Gram con el cultivo de la muestra en agar Mueller
Hinton Sangre y se adiciondé un filtro de 0.45 um, obtuvo sensibilidad de 46.5% y una
especificidad de 99.2%. Ademas, determind valores predictivo positivo (VPP) y predictivo
negativo (VPN) altos de la tincion Gram interrumpida con relacion al cultivo con filtro con la
técnica de la Klebsiella, siendo dichos valores 83.4% y 95.5%.

En cuanto al tercer objetivo especifico, se encontrd que la principal recomendacién en
el uso de la tincion de Gram para la identificacion de Campylobacter spp. se refiere a la
necesidad de confirmar la presencia y el tipo de especie a través de PCR, esto permite rechazar
la tercera hipdtesis especifica del estudio en relacion a que no es posible la optimizacion del
uso de la tincion de Gram en la identificacion Campylobacter spp., siendo lo mejor
acompafarla con otras técnicas como se aprecia en todos los estudios que sirvieron de
antecedentes.

Finalmente, se encontro una alta efectividad de la tincion de Gram en la determinacion
de Campylobacter spp. con indice de Kappa de 0.89 con respecto a la prueba PCR, de 1.00 con
respecto a la prueba ELISA y de 0.80 al compararla con la qPCR; no obstante, si bien estos
valores se ubican en el nivel casi perfecto, no es posible confirmar la hipotesis general que a
tincion de Gram es la técnica més efectiva en la identificacion de Campylobacter spp. A pesar
de ello, se obtuvo un valor mayor al calculado por Ocampo (2017), en la comparacion de la
tincion de Gram con el cultivo de la muestra en agar Mueller Hinton Sangre, donde obtuvo un

valor del indice de 0.575.
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V1. Conclusiones
Se concluye que la tincion de Gram no es la técnica més efectiva en la identificacion
de Campylobacter spp., visto que se obtuvo valores de indice Kappa de 0.89 con
respecto a la prueba PCR, de 1.00 con respecto a la prueba ELISA y de 0.80 al
compararla con la gPCR, los cuales no son todos iguales a uno, a pesar de ello se ubican
en el nivel casi perfecto.
Asimismo, se concluye que los métodos directos son los més utilizados en los estudios
en la identificacion de Campylobacter spp., destacando la frecuencia de uso de la
prueba PCR con 61.76%, la tincién de Gram con 41.18% y el inmunoensayo enzimatico
con 7.35.
Por otro lado, se concluye que los indicadores de sensibilidad, la especificidad, el valor
de prediccion positivo (VPP) y el valor de prediccion negativo (VPN) de los métodos
convencionales donde se usa la tincion de Gram presentan un buen desempefio en la
identificacion.
Se concluye que no es posible recomendar técnicas que permitan optimizar el empleo
de la tincién de Gram en la identificacién de Campylobacter spp.; no obstante, su alta
efectividad hace que pueda acompafiarse con otras pruebas para determinar solamente

el tipo de especie.
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VII. Recomendaciones

e Alos proximos investigadores, se les recomienda profundizar en el uso de las revisiones
sistematicas como alternativa para compilar datos de otras investigaciones y generar
nuevo conocimiento en el area de tecnologia médica; en particular, en cuanto a la
especialidad de laboratorio y anatomia patoldgica.

e A lasautoridades sanitarias, se les recomienda disefiar estrategias para la indagacion de
mejores técnicas en la identificacion de Campylobacter spp., que permitan el ahorro de
costos y de tiempo de confirmacion de resultados; para lo cual, partiendo de los
hallazgos del presente estudio, las opciones mas viables es emplear la tincion de Gram
con una prueba confirmatoria.

e A los laboratorios, seguir innovando en la minimizacién de los errores por parte del
operador que pueden comprometer los resultados de la tincion de Gram en la

identificacion de Campylobacter spp.
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Titulo: EFECTIVIDAD DE LA TINCION DE GRAM EN LA IDENTIFICACION DE CAMPYLOBACTER SPP.: UNA REVISION SISTEMATICA

Preguntas de investigacion Objetivos Variables Dimensiones Métodos
Problema General Objetivo General Variables Independientes Tipo de
+;,Cual es la efectividad de la tincion de « Determinar la efectividad de la tincion de Tincién de Gram Sensibilidad investigacion
Gram en comparacion con otras técnicas de | Gram con otras técnicas de laboratorio en la
laboratorio en la identificacion de identificacion de Campylobacter spp. a Reaccién en cadena de la Especificidad Cualitativa
Campylobacter spp.? través de una revisién sistematica. polimerasa (PCR) convencional
Valor de prediccion positivo | Poblacion:
PCR cuantitativo en tiempo real | (VPP) 25600 registros
(9PCR)
Valor de prediccion negativo | Instrumentos
Método de genotipificacion (VPN)
Ficha de

Ensayos inmunoldgicos para
Campylobacter

Problemas Especificos
+;Cudles son los métodos mas utilizados en
la identificacién Campylobacter spp.?

+;Cuales son las diferencias que se presentan
en la sensibilidad, la especificidad, el valor
de prediccién positivo (VPP) y el valor de
prediccion negativo (VPN) de los métodos
mas utilizados en la identificacion
Campylobacter spp.?

+,Cuéles propuestas pueden establecerse
para la optimizacion de la efectividad de la
tincion de Gram en la identificacion
Campylobacter spp.?

Obijetivos Especificos

« Identificar los métodos mas utilizados en la
identificacion Campylobacter spp. en las
investigaciones consultadas.

« Calcular la sensibilidad, la especificidad, el
valor de prediccion positivo (VPP) y el valor
de prediccién negativo (VPN) de los métodos
més utilizados en la identificacion
Campylobacter spp. en las investigaciones
consultadas.

*Establecer propuestas para la optimizacion
del uso de la tincion de Gram en la
identificacion Campylobacter spp

Variable Dependiente

Identificacion de Campylobacter
spp

Casos negativos

Casos positivos

recoleccion de
datos
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Afio de Métodos de identificacion de - - Valpr qe Val_or qe Rgco_mendaciones para
N° Titulo Autores ublicacion Campylobacter Spp Sensibilidad | Especificidad | prediccion | prediccion | optimizar los métodos de
P utilizados positivo negativo deteccion
Tincién de Gram que fue
Determinants of Childhood Zoonotic Enteric Lowenstein et confirmada con fueron Se debe confirmar la
1 Infections in a Semirural Community of al 2020 confirmados por 100.00 100.00 100.00 100.00 presencia y tipo de
Quito, Ecuador ' PCR de genes de hipuricasa especie a través de PCR
y aspartoquinasa
La microbiota de fondo y
del estado de la
. . . . Tincién de Gram con Agar Campylobacter
_Campylgbapternom_s, ShlgeI_I05|s and Salmonellosis Metreveli et mCCD (Desoxicolato- spp., es bien sabido que la
2 in Hospltallzedétiglrlr(:]f:iwléhegg?;e Inflammatory al. 2022 C_ef_operazona-Carb(’Jn 100.00 94.66 57.78 100.00 elgccién de m_edio§
modificado) y CHROmagar selectivos puede influir en
la eficacia
de deteccion
Prevalence of Campylobacter Enteritis in Children Borkakoty et
3 under 5 Years Hospitalised for Diarrhoea in Two al Y 2020 PCR -
Cities of Northeast India )
Clinical and epidemiological features in hospitalized
4 young children with acute gastroenteritis in Taiwan: Fang-Ju et al. 2022 PCR -
A multicentered surveillance through 2014-2017
Detection of enteric viral and bacterial pathogens
5 associated with paediatric diarrhoea in Goroka, Soli et al, 2014 PCR -
Papua New Guinea
Comparative Evaluation of Enteric Bacterial Culture L
6 and a Molecular Multiplex Syndromic Panel in Kellner et al. 2019 Tincion de Gram y PCR 100.00 99.97 95.65 100.00 ;
Children with Acute Gastroenteritis Luminex XTAG(R) GPP
7 Diarrhoeal dis.ea_se surveillance in Papua New Abdad et al. 2020 PCR )
Guinea: findings and challenges
El ensayo de deteccion de
GI-EB no es adecuado
para los anéalisis de DT, ya
Dos tipos de PCR: GI-EB que no se incluyen las
8 A comparison of two multiplex-PCR assays for the Schaumburg 2021 Screening assay and bacterias diana relevantes.
diagnosis of traveller’s diarrhoea etal. BioFire® FilmArray® en el ensayo y los
Gastrointestinal Pane incluidos en el ensayo
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pobre asociacién con
casos de DT.
9 A Cytolethal Distending Toxin Gene-Based Shiramaru et 2012 PCR, método de Skirrow y )

Multiplex PCR Assay for Detection of

al.

Filter
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Campylobacter spp. in Stool Specimens and
Comparison with Culture Method

Aectiology of acute diarrhoea in children in

10 Shanghai, 2015-2018 Chang et al. 2021 PCR -
Cebadores utilizados para
RFBS24 ver. 5: Para
An Improved Multiplex Real-Time SYBR Green mejorar I_a ~
PCR Assay for Analysis of 24 Target Genes from 16 RFB524, se redisefiaron
11 : L Kawase et al. 2016 PCR 60.00 100.00 100.00 77.14 13 pares de cebadores y se
Bacterial Species in Fecal DNA Samples from o .
: . combinacion apropiada de
Patients with Foodborne Ilinesses
pares de cebadores fue
cuidadosamente
dispuestos en 8 juegos.
Multicenter Evaluation of Clinical Diagnostic Fitzerald et PCR v antigeno en h
12 Methods for Detection and Isolation of gerald € 2016 y antigeno en heces 9053 100.00 100.00 99.66 -
al. CIDT
Campylobacter spp. from Stool
Enteric bacterial pathogens in children with diarrhea | Langendorf et L
13 in Niger: diversity and antimicrobial resistance al, 2015 Tincion de Gram )
Nanolitre real-time PCR detection of bacterial,
14 parasitic, and viral agents from patients with Goldfarb et al. 2013 Nanolitre PCR -
diarrhoea in Nunavut, Canada
Culture-independent real-time PCR reveals
15 extensive polymicrobial infections in hospitalized Sinha et al. 2013 PCR 72.73 100.00 100.00 97.37 -
diarrhoea cases in Kolkata, India
Detection of Campylobacter species and Arcobacter
16 butzleri in stool samples by use of real-time de Boer et al. 2013 PCR real-time 71.43 100.00 100.00 98.31 -
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Culturing Stool Specimens for Campylobacter spp., | M’ikanatha et L
17 Pennsylvania, USA al. 2012 Tincion de Gram -
Association between enteropathogens and -
18 malnutrition in children aged 6-23 mo in Platts-Mills et 2017 PCR -
. al.
Bangladesh: a case-control study
19 Bacterial and viral etiology of childhood diarrhea in Bonkoungou 2013 PCR )
QOuagadougou, Burkina Faso etal.
Campylobacter infections among Bulgarian
20 children: molecular characterization and Pavlova et al. 2020 PCR -
antimicrobial susceptibility
Case-Control Study of the Etiology of Infant Randremanana S
21 Diarrheal Disease iny14 Districts ir?KAadagascar etal. 2012 Prueba de hemaglutinacion )
Comparison of several Real-Time PCR Kits versus a
22 Culture-dependent Algorithm to Identify Valledor et al. 2020 PCR -
Enteropathogens in Stool Samples
Detection and species identification of Raiendran et
23 Campylobacter in stool samples of children and ! al 2012 PCR -
animals from Vellore, south India )
Detection of Campylobacter species in stool Para
24 specimens from patients with symptoms of acute Thobela et al. 2018 PCR aislamiento éptimo, dos

flaccid paralysis in South Africa

muestras de heces, 24 a
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48 horas
aparte y dentro de los 14
dias del inicio de la
paralisis fueron
recogidos de cada cajay
transportados a la prueba
laboratorio a una
temperatura de 2°C a 8°C

Diarrheagenic pathogens in adults attending a

25 A Chau et al. 2016 PCR -
hospital in Singapore
Combination of different methods for detection of Do ELISA 100.00 100.00 100.00 100.00
26 Campylobacter spp. in young children with Nascimento et 2016 PCR 100.00 98.52 90.00 100.00 -
moderate to severe diarrhea al. gPCR 100.00 95.68 70.00 100.00
Evaluation of a multiplex panel for the diagnosis of .
27 acute infectious diar?hea E)n immunocomp?omised Alejo-Cancho 2017 PCR, PCR Allplexy -
. - etal. FilmArray
hematologic patients
Conventional and molecular methods in diagnosis of
28 | community-acquired diarrhoea in children under 5- | Fiedoruk et al. 2015 PCR 86.67 100.00 100.00 98.02 -
years-old from the north-eastern region of Poland
Comparison of the Filtration Culture and Multiple
29 Real-Time PCR Examination for Campylobacter Liang et al. 2018 Real-time PCR -
spp. From Stool Specimens in Diarrheal Patients
Molecular Characterization and Antibiotic Resistant
Profiles of Campylobacter Species Isolated From L
30 Poultry and Diarrheal Patients in Southeastern Zhang et al. 2020 Tincién de Gram .
China 2017-2019
Campylobacter Colonization, Environmental Enteric
Dysfunction, Stunting, and Associated Risk Factors
Among Young Children in Rural Ethiopia: A Cross-
31 Sectional Study From the Campylobacter Genomics Chen etal. 2021 PCR .
and Environmental Enteric Dysfunction (CAGED)
Project
Enteric Infections in Young Children are Associated
32 with Environmental Enteropathy and Impaired George et al. 2018 PCR -
Growth
Value of routine stool testing for pathogenic bacteria
33 | inthe evaluation of symptomatic patients with ileal Singh et al. 2018 EIA (inmunoensayo) -
pouches
Multicenter Evaluation of the BD Max Enteric
Bacterial Panel PCR Assay for Rapid Detection of Harrington et
34 | Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp. al 2015 EIA (inmunoensayo) y PCR -
(C. jejuni and C. coli), and Shiga Toxin 1 and 2 '
Genes
Clinical Evaluation of a Real-Time PCR Assay for EIA (inmunoensayo) y
Identification of Salmonella, Shigella, extraccion de 4cidos
35 Campylobacter (Campylobacter jejuni and C. coli), Buchan et al. 2013

and Shiga Toxin-Producing Escherichia coli Isolates
in Stool Specimen

nucleicos y ProGastro SSCS
PCR
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High Prevalence of Intestinal Pathogens in

36 . - - Kann et al. 2020 PCR -
Indigenous in Colombia
37 Enteric Bacteria Isolated from Diarrheal Patients in Kim et al. 2015 PCR }
Korea in 2014
Improved Detection of Bacterial Pathogens in ES;ﬁZ?ET]tfiréan'g ',CZZTUO
38 Patients Presenting with Gastroenteritis by Use of Koziel et al. 2013 entericBio Panel ﬂ (DNX y -
the EntericBio Real-Time Gastro Panel | Assay PCR)
Las colonias sospechosas
fueron recogidas e
identificadas por tincion
Prevalence and Molecular Characterization of de Gram y pruebas
39 Campylobacter spp. Isolated from Patients with Lietal. 2018 Tincién de Gram bioquimicas. Se utilizaron
Diarrhea in Shunyi, Beijing maltiples pruebas de PCR
para confirmar e
identificar la especie
segun el estudio anterior
Simultaneous detection of gastrointestinal pathogens Mengelle et Ensayo diagnéstico
40 | with a multiplex Luminex-based molecular assay in al 2013 molecular (multiplex xTAG -
stool samples from diarrhoeic patients ) Gastrointestinal Panel)
Molecular Detection and Epidemiological Features
of Selected Bacterial, Viral, and Parasitic
a Enteropathogens in Stool Specimens Children with Harb et al. 2019 PCR .
Acute Diarrhea in Thi-Qar Governorate, Iraq
Multiplex PCR Assay for Identification and
42 Differentiation of Campylobacter jejuni and Pavlova et al, 2016 PCR -
Campylobacter coli Isolates
43 Occurrence_ and cha_\racterization of Car_‘npylobacter Rodrigues et 2015 PCR )
spp. isolates in dogs, cats and children al.
44 Etiology a_nd_severity of diarrhe'al diseases in infants Lima et al. 2019 PCR )
at the semiarid region of Brazil: A casecontrol study
Risk factors and transmission pathways associated
45 with infant Campylobacter spp. prevalence and Budge et al. 2020 Tincién de Gram -
malnutrition: A formative study in rural Ethiopia
Impact of changing from staining to culture
46 | techniques on detection rates of Campylobacter spp. Porte et al. 2016 Tincién de Gram -
in routine stool samples in Chile
Prevalence and Antimicrobial Resistance of
47 Campylobacter Species in Diarrheal Patients in Rahman et al. 2021 PCR 100.00 100.00 100.00 100.00 -
Mymensingh, Bangladesh
Prevalence and determinants of Campylobacter Deogratias et
48 infection among under five children with acute al 2014 Tincién de Gram -
watery diarrhea in Mwanza, North Tanzania )
19 Prevalence, antimicrobial r_esi_sta_nce and risk factors lbrahim et al. 2019 Tincion de Gram )
for campylobacteriosis in Lebanon
Prevalence of Campylobacter Species in Diarrheal Khalaf y
50 Samples of Children Less than 10 Years Abdulrahman 2020 PCR 100.00 95.40 76.47 100.00 )
51 Prevalence of intestinal parasitic infections and Barati et al. 2021 PCR 45.24 100.00 100.00 91.29 También se realizaron
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Campylobacter spp. among children with
gastrointestinal disorders inTehran, Iran

exadmenes moleculares
para evaluar e identificar
con precision las especies
de Campylobacter.

Molecular Detection of Campylobacter Species:

Ghorbani et

52 Comparision of 16SrRNA with slyD, cadF, rpoA, al 2020 PCR -
and dnaJ Sequencing '
Evaluation of CAMPYLOBACTER QUIK
53 | CHEK™ rapid membrane enzyme immunoassay to Franco et al. 2021 EIA (inmunoensayo) y PCR -
detect Campylobacter spp. antigen in stool samples
Sensitive and Rapid Detection of Campylobacter Método de amplificacion
Species from Stools of Children with Diarrhea in Ushijima et e P
54 . 2014 isotérmica mediada por -
Japan by the Loop-Mediated Isothermal al. bucle (LAMP) y PCR
Amplification Method y
Co-occurrence of Campylobacter Species in
55 Children From Eastern Ethiopia, and Their Terefe et al 2020 Secuenciacion de ARN )
Association With Environmental Enteric ' meta-total y PCR
Dysfunction, Diarrhea, and Host Microbiome
Characteristics of bacterial pathogens associated
56 | with acute diarrhea in children under 5 years of age: Tianetal.. 2016 PCR -
a hospital-based cross-sectional study
Se utiliz6 una reaccion de
PCR multiplex para la
confirmacion de
Campylobacter
identificado
Prevalence, molecular detection, and virulence gene bioguimicamente.
57 profiles of Campylobacter species in humans and Barakat et al. 2020 Tincién de Gram spp. al dirigirse a 23S
foods of animal origin rRNA especifico para
Campylobacter spp., gen
hipo especifico para C.
jejuni,
y gen glyA especifico
para C. coli
Evaluation of a multiplex real-time PCR assay for
detecting major bacterial enteric pathogens in fecal Wohlwend et
58 . “ o - . 2016 PCR -
specimens: intestinal inflammation and bacterial al.
load are correlated in Campylobacter infections
Las especies identificadas
fenotipicamente fueron
Campylobacter spp.: prevalencia y caracterizacion (;orjflrmadas por PCR
feno-genotipica de aislamientos de pacientes con Tamborini et . multlple como C. jejuni y
59 10-9 P pacte 2012 Tincion de Gram C. coli, segun el protocolo
diarrea y de sus mascotas en la provincia de La al. de PCR de la Red WHO
Pampa, Argentina €
Global Foodborne
Infections Network
América del Sur
60 Bacterial gastroenteritis in a Zaragoza health care Lain et al. 2015 Meétodo de difusion en disco -
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area (Spain)

en agar sangre

Gastroenteritis aguda: formas de presentacion
clinica y etiologia en nifios hospitalizados en el

61 Hospital Pediatrico, Centro Hospitalario Pereira Notejane et al. 2015 PCR
Rossell, afio 2012
Microbiota gastrointestinal aerébica en nifios con Pruebgs bloquimlpas
62 - - S Moreno et al. 2015 convencionales (Oxidasa- -
trastorno del espectro autista. Estudio preliminar c
atalasa)
Occurrence and antimicrobial susceptibility of
63 thermophi_lic Campylo_bacter spe_cies isolated fron_”l Toledo et al. 2017 PCR
healthy children attending municipal care centers in
Southern Ecuador
Las colonias sospechosas
fueron identificadas
inicialmente por sus
caracteristicas
morfoldgicas (tincion de
Prevalencia y caracterizacion del perfil de Gram) y bioquimicas
64 _s_usc_eptibilidad antimicrob_iana ‘.’? Campyl_obacter Simaluiza et 2018 Tincién de Gram (oxid_as_a_, catala§a:
jejuni y Campylobacter coli en nifios con diarrea de al. susceptibilidad al &cido
la ciudad de Loja, Ecuador nalidixicoy a la
cefalotina, e hidrolisis del
hipurato y del
indoxylacetato). Fueron
confirmadas mediante la
prueba RPC mltiple
Prevalencia de patégenos causantes de enfermedad — e
65 diarreica aguda en el area Metropolitana de Huber et al. 2019 d'l_'ecnlca de difusion por -
= iscos en placas con agar
Asuncion y Central
Deteccion molecular de patégenos entéricos en
66 nifios con diarrea en un hospital centinela de Poulain et al. 2021 Panel FilmArray GI® -
vigilancia de rotavirus en Chile
Isolation and molecular characterization of
67 | Campylobacter jejuni from chicken and human stool | Ghoneim et al. 2021 PCR -
samples in Egypt
Enteropatdgenos predominantes en diarreas agudas Ipanague- Coprocultivo en agar sangre
68 y variables asociadas en nifios atendidos en el Clgozoqet al 2017 mediante el método de -

Hospital Regional Lambayeque, Peru

filtracion




