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RESUMEN

Objetivo: Comparar métodos en medios no selectivos para aislamiento de
Campylobacter usando disco de aztreonam-vancomicina (PAS-AV) y filtro de
membrana (FM).

Materiales y Métodos: En el aislamiento de Campylobacter se utilizé filtro de
membrana (Milipore: 47 mm, 0.45um), placa de agar sangre (5%) y discos de
antibidticos: aztreonam (30 pg) y vancomicina (30 |g), se prepara una suspension
con solucion salina 0.9 % (1:10). Para el cultivo PAS-AV, se toma la suspensién con
una torunda y se inocula en medio de agar sangre, secar a temperatura ambiente y
luego colocar los discos de antibiéticos separados por 2 cm. El cultivo FM, se toma
100 pl de la suspension y se inocula en medio de agar sangre, previamente colocar
el filtro de membrana, después de 30 minutos a 42°C se retira dicho filtro. EI PAS-
AV y FM se incubaron en condiciones de microaerofilia a 37°C por 72 horas y 42°C
por 48 horas, respectivamente. Los medios de cultivos con crecimientos de colonias,
fueron identificados para género Campylobacter, con la tincibn de Gram-Hucker,
oxidasa y catalasa.

Resultados: Se evaluaron 132 muestras fecales al comparar PAS-AV y FM tienen
el mismo rendimiento. La concordancia de indice Kappa fue 97.4% (k=0.94,
p<0.001) entre los cultivos PAS-AV y FM. La proporcién de aislamiento para
Campylobacter fue 44 (33.3%) y 40 (30.3%) para PAS-AV y FM respectivamente (P-
McNemar=0.1). Ademas la proporcion de contaminacion por flora fecal fue 7 (5.3%)
y 10 (7.6%) para PAS-AV y FM respectivamente (P-McNemar=0.3). El tiempo de
incubacion para aislamiento de Campylobacter por PAS-AV y FM tiene la misma
mediana 48 horas.

Conclusion: En esta investigacion, se demostré el mismo rendimiento para los
cultivos PAS-AV y FM. Ademas tiene una concordancia muy buena entre PAS-AV 'y
FM. En la proporcion de aislamiento para Campylobacter y la contaminacion por
flora fecal no hay diferencias significativas al comparar PAS-AV y FM. El tiempo de
incubacion para aislamiento de Campylobacter por PAS-AV y FM fue lo mismo 48
horas. Por esta razén se recomienda el cultivo PAS-AV como una alternativa para
aislamiento de Campylobacter.

Palabras Clave: Campylobacter, Flora fecal, aztreonam, vancomicina, filtro de
membrana.



ABSTRACT

Objective: To compare non-selective media for the isolation of Campylobacter using
aztreonam-vancomycin disk (PAS-AV) and membrane filter (FM).

Materials and Methods: Isolation of Campylobacter membrane filter (Milipore: 47
mm, 0.45um), blood agar plate (5%) and antibiotic discs were used: aztreonam (30
Mg) and vancomycin (30 ug), then a suspension was prepared with 0.9% saline
solution (1:10). For the PAS-AV culture, the suspension is taken with a swab and
inoculated it in blood agar medium, dry at room temperature and then place the
antibiotic discs separated by 2 cm. The FM cultured, take 100 ul of the suspension
and inoculate in blood agar medium, previously place the membrane filter, after 30
minutes at 42°C, remove said filter. The PAS-AV and FM were incubated under
microaerophilic conditions, at 37°C for 72 hours and 42°C for 48 hours, respectively.
Culture media with colony growths were identified for the Campylobacter genus, with
Gram-Hucker, oxidase and catalase staining.

Results: We evaluated 132 fecal samples when comparing PAS-AV and FM have
the same performance. The agreement of the Kappa index was 97.4% (k = 0.94, p
<0.001) between the PAS-AV and FM cultures. The isolation rate for Campylobacter
was 44 (33.3%) and 40 (30.3%) for PAS-AV and FM respectively (P-McNemar =
0.1). In addition, the proportion of contamination by fecal flora was 7 (5.3%) and 10
(7.6%) for PAS-AV and FM respectively (P-McNemar = 0.3). The incubation time for
isolation of Campylobacter by PAS-AV and FM has the same median 48 hours.

Conclusion: In this research, the same performance was demonstrated for PAS-AV
and FM cultures. It also has a very good match between PAS-AV and FM. In the
proportion of isolation for Campylobacter and contamination by fecal flora there are
no significant differences when comparing PAS-AV and FM. The incubation time for
isolation of Campylobacter by PAS-AV and FM was the same 48 hours. For this
reason, PAS-AV culture is recommended as an alternative for Campylobacter
isolation.

Keywords: Campylobacter, Fecal flora, aztreonam, vancomycin, membrane filter.
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INTRODUCCION

Campylobacter spp., es un bacilo curvo Gram negativo, es causante de
enfermedad diarreica aguda en nifios, las mas importante son C. jejuni y C. coli,
asociado a enfermedad humana y son aislada a partir de heces humana en

condiciones de microaerofilia a 42°C.

El aislamiento de Campylobacter en muestras de heces humanas, son
incubados en microaerofilia. Los medios selectivos, tiene la caracteristica de
reducir derivados téxicos como el oxigeno y los antibioticos para inhibir el
crecimiento de flora fecal. Por ejemplo medio Skirrow, Karmali, Preston, Butzler,

CDA, etc.

El medio de cultivo no selectivo con filtro de membrana (FM), elaborado por
Steele y McDermott (1984) evita la necesidad de utilizar medios selectivos y es
muy Util para el aislamiento de Campylobacter, por lo tanto son medios de bajo

costo para los laboratorios de pocos recursos econémico.

El medio de cultivo no selectivo con discos de aztreonam y vancomicina (PAS-
AV), es una técnica novedosa para aislamiento de Campylobacter, donde se
utiliza medio agar sangre y discos de antibidticos en vez de un filtro de
membrana. El PAS-AV, es una tecnologia rapida, sencilla y aplicable en todos
los establecimientos de salud donde realicen cultivo coprolégico. La finalidad de
este proyecto es comparar el PAS-AV con FM para medir la concordancia, la
proporcién de aislamiento para Campylobacter, determinar la proporcion de
contaminacion por flora fecal y el tiempo de incubacion para el aislamiento de

Campylobacter.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.Planteamiento de Problema

En el Pert algunos laboratorios que realizan cultivo coprolégico no estan
implementado para aislamiento de Campylobacter, algunos utilizan métodos de
observacion microscépica como la tincibn de Gram-Hucker porque es rapido,

sencillo y de bajo costo pero la desventaja es su sensibilidad de 37.5 %(1).

Otros realizan aislamiento de Campylobacter jejuni y C. coli, a partir de
muestras de heces humana, la cual requiere incubaciébn en condiciones
microaerofilia a 42°C por 48 horas en un medio de cultivo. Ademas para la
inhibicién de la flora fecal humana, utilizan medios selectivos. Los medios
selectivos tienen antimicrobiano como cefazolin en el medio CDA(2),
cefoperazona en medio CDA modificado(3) o también un “Céctel” de
antimicrobiano como el medio Skirrow(4), por lo tanto estos medios cultivos son
de alto costo econdémico y no esta al alcance de los laboratorios con pocos

recursos.

El método de filtro de membrana(5), se utiliza en un medio no selectivo como el
agar sangre de oveja al 5%, es de bajo costo y sirve para aislar Campylobacter,
a través de un filtro de triacetato de celulosa de 0.45 pm, que se coloca en la
placa de agar sangre. Aunque este método es efectivo, consume mucho tiempo

en la fase analitica.

Por tales motivos tenemos la necesidad de mejorar en la fase analitica para la
inhibicion de la flora fecal y a la vez el aislamiento de Campylobacter, con una

12



tecnologia rapida, sencilla, bajo costo econémico y aplicable en todos los

establecimientos de salud donde realicen cultivo coprolégico.

1.2.Formulacién de Problema

1.2.1. Problema General

¢, Qué rendimiento tiene al comparar métodos en medios no
selectivos para aislamiento de Campylobacter usando disco de

aztreonam-vancomicina (PAS-AV) y filtro de membrana (FM)?

1.2.2. Problema Especificos

¢,Cual es la concordancia de los métodos en medios no selectivos

PAS-AV y FM para aislamiento de Campylobacter?

¢,Cuadl es la proporcién de aislamiento para Campylobacter en los de

los métodos en medios no selectivos PAS-AV y FM?

¢, Cudl es la proporcién de contaminacién para la flora fecal en los

métodos en medios no selectivos PAS-AV y FM?

¢, Cuadl es el tiempo de incubacién para aislamiento de Campylobacter

en los métodos en medios no selectivos PAS-AV y FM.

13



1.3.Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Comparar métodos en medios no selectivos para aislamiento de
Campylobacter usando disco de aztreonam-vancomicina (PAS-AV) y

filtro de membrana (FM)

1.3.2. Objetivos Especifico

e Determinar la concordancia de los métodos en medios no selectivos

PAS-AV y FM para aislamiento de Campylobacter.

e Determinar la proporcion de aislamiento para Campylobacter en los

métodos en medios no selectivos PAS-AV y FM.

e Determinar la proporcion de contaminacién para la flora fecal en los

meétodos en medios no selectivos PAS-AV y FM.

e Determinar el tiempo de incubacion para aislamiento de
Campylobacter usando los métodos en medios no selectivos PAS-AV

y FM.

1.4. Justificacion

Los medios de cultivo selectivo tienen fuentes de nutrientes especificos para
el crecimiento de Campylobacter, ademas utilizan algin tipo de
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de bacteria Gram negativo y Gram

positivo para Aztreonam (30 pg) y Vancomicina (30 pg), respectivamente.
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La finalidad de este proyecto es utilizar los discos de aztreonam vy
vancomicina en medio no selectivo (agar sangre 5%) para inhibir el
crecimiento de la flora fecal y tener mejor recuperacion de aislamiento para
Campylobacter, ademas estos antibiéticos se utilizan en cualquier laboratorio
donde realizan cultivos microbiolégicos para la susceptibilidad microbiana
por disco de difusion. Por lo tanto una nueva tecnologia en la fase analitica
beneficiaria los laboratorios de microbiologia de escasos recursos, para
implementar en el cultivo coprolégico sin necesidad de tener un medio

selectivo para aislar Campylobacter.

Por estas razones tenemos la necesidad de implementar un método nuevo
como PAS-AV en un medio no selectivo, para inhibir la flora fecal y a la vez
el aislamiento de Campylobacter, con una tecnologia rapida de bajo costo
econdémico y sencillo que sea aplicable en todo los establecimientos de salud

donde realicen cultivo coproldgico.
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1.Bases Teoricas
2.1.1. Generalidades y epidemiologia

El género Campylobacter segun la décima edicion del Bergey's Manual
of Determinative, pertenece al Phylillum Protobacteria, Clase
Epsilonprotobacteria, Orden Campylobacterales, Familia
Campylobacteraceae. Campylobacter es una bacteria Gram negativa de
morfologia variable: espiral, bacilar o curvo (0.2-0.8um x 0.5-5 pm)
dependiendo de las especies(6). Algunas son aflageladas otros tiene
flagelos polar o bipolar. Ademéas posee un movimiento caracteristico que
se asemeja a un sacacorchos, que le permite movilizarse(7). Entre sus
requerimientos de crecimiento, el mas caracteristico es su condicién de
microaerofilia, ya que crece Optimamente en atmosferas con 5% 02,
85% N2 y 10% CO2, siendo un microorganismo termofilo con
temperaturas optimas de crecimiento entre 37°C y 42°C, es sensible a
las altas temperaturas y no es capaz de sobrevivir en alimentos
pasteurizados o adecuadamente cocinados(7,8). Los miembros de la
familia Campylobacteraceae no fermenta ni oxida los carbohidratos, sino
gue obtiene energia de los aminoacidos o de los intermediarios del ciclo
acido tricarboxilico(9). Ademas tiene actividad oxidasa en los 14 tipos de
Campylobacter (Tabla 1). Los Campylobacter termoéfilos como C. jejuni,

C. coli, C. laris y C. upsaliensis son asociado con la enfermedad
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gastrointestinal en humanos, especialmente C. coli y C. jejuni la cual

cuenta con un reporte de 95% de todo los aislado clinico(10).

Tabla 1. Caracteristica bioquimicas de algunas especie de Campylobacter

C.jejuni C.jejuni

Caracteristica Subsp Subsp C.coli C.lari C.fetus
doyle jejuni

alfa-hemolisis + + 2 Vv 2
Oxidasa + + + + +
Catalasa Vv + + + +
Hidrolisis de hipurato + + 2 2 2
Hidrolisis de indoxyl .\ .\ .\ 5 5
acetato

Crecimiento en :

25°C (Microaredfilia) 2 2 2 2 +
30°C (Microaredfilia) + + + + +
37°C (Microareofilia) + + + + +
42°C (Microareofilia) 2 + + + (+)
Resistencia Ac. Nadilixico 2 2 2 Vv +
Resistencia Cefalotina 2 + + + 2
Reduccién de Nitrato 2 + + + +

+=90-100% de cepas positivas; (+)=75-89% de cepas positivas; V=variable;

2=11-25% de cepas positivas

La infecciébn con Campylobacter es adquirido en humanos por consumo
de alimentos contaminados, productos avicolas, leche no pasteurizada y
también en contacto con animales, estos son algunos factores de riesgo
para la campylobacteriosis(11). El primer reporte de Campylobacter se

ha realizado en 1886 por Theodore Escherich, quien observo y describio
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una bacteria en forma de espiral no cultivable y se encontré en el colon

de nifios con una enfermedad entérica llamada “cholera infantum”(12).

El género Campylobacter es una bacteria que causa una enfermedad
diarreica en todo el mundo, afectando principalmente el 1% de la
poblacion europea por afio(13) y en Estados Unidos afecta 13 de cada
100,000 personas, 13,240 hospitalizaciones y 119 muertes por afio(14).
La alta incidencia de infeccién por tipo de Campylobacter; C. jejuni es
89%, C. coli es 8% y otras especies es de 3% esto se da en menores de
5 afos(15). En Sudamérica, la frecuencia Campylobacteriosis por C.
jejuni en nifios; 30.1% en Argentina(16), 23% en Ecuador(17) y 18.2%

en Peru(18). Ademas por C. coli, 5% en Pera(19).

La distribucion geografica y reservorio de Campylobacter, se han
encontrado: en Africa, en paises como Kenia y Nigeria, se ha aislado de
pollos, cerdos, cabras, ganado vacuno, ovejas, patos y perros
domésticos(20,21); En Asia, en paises como China, Japén, Malasia e
IrAn, se ha aislado en aves, vacas, camellos y también alimentos para
aves(22-24); en Australia, se ha aislado de perro, gato, bovinos, ovejas

y aves(25,26) y en la Antartida se aislo en pinguinos(27).

2.1.2. Patogeniay Factores de Virulencia de Campylobacter

El tracto gastrointestinal humano esta conformado por diferentes
bacterias  teniendo predominancia  Escherichia, Bacteroides,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium, and Klebsiella(28). Ademas

las especies de Campylobacter son hospedero natural de las aves de
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corral y de pollos en especial C. jejuni, la transmision en humanos se da

por consumo o manipulacion de dichas aves corral contaminadas(29).

El ingreso de C. jejuni al tracto gastrointestinal humano, lo primero es
interactla con la capa de moco antes de unirse a las células epiteliales
del intestino, y esta union, asi como la invasion y transmigracion celular,
aparecen como requisitos necesarios para la colonizacion y patogénesis

sucesivas de estas bacterias(30-32).

La virulencia y los factores de supervivencia de Campylobacter estan
incluidos en la motilidad, quimiotaxis, adhesion, invasion, la resistencia a
multiples farmacos y los factores de respuesta al estrés(33).Ademas
para la colonizacion requiere motilidad, adhesion, invasion y produccion

de toxinas(34).

2.1.2.1. La Motilidad

El género Campylobacter muestra una motilidad inusual,
especialmente en sustancias viscosas. Esto se ha atribuido a la
presencia de una o dos flagelos polares y la forma de la célula
helicoidal. El primero proporciona un movimiento propulsivo de
torque y/o rotacion de la celda, mientras que la forma helicoidal

facilita la rotacion del sacacorchos(35).

El flagelo del Campylobacter presenta un cuerpo basal unido a la
membrana interna de la bacteria y filamentos extracelular
compuesto por la proteina flagelina FlaA y FlaB(36—38).Varios

estudios sugieren que el aparato flagelar también funciona como un
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sistema de secrecion tipo Il (T3SS), transportando antigenos de

invasion de Campylobacter a la célula huésped (39).

2.1.2.2. Adhesién

La adherencia de Campylobacter a las células epiteliales
gastrointestinales del huésped es mediada por varias adhesinas en
la superficie bacteriana(40).La adhesion de Campylobacter esta
mediada por una proteina de la membrana externa unién a

fibronectina llamada CadF(41).

La fibronectina, es una glicoproteina que se encuentra en las
células epiteliales gastrointestinales, unido con CadF, desencadena
un proceso de sefalizacion que conduce a la activacion de las
GTPasas Racl y Cdc42 que inducen la internalizacién de las

células de Campylobacter(42).

2.1.2.3. Produccién de Toxinas

Campylobacter produce diferente toxinas, dentro de ella la mas
importante tenemos la toxina de distensién del citoletal (CDT) la
cual se caracteriza por la elongacioén, hinchazén y muerte celular del
hospedero(43) y es producido por diferentes especies de
Campylobacter, incluyendo C. jejuni, C. lari, C. coli, C. fetus y C.

upsaliensis(44).
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2.1.2.4. Resistencia Antimicrobiana

Existe evidencia soélida en relacion del uso indiscriminado de
antimicrobianos con la aparicién y propagacion de la resistencia a
los antimicrobianos en Campylobacter(45). El tratamiento de la
campylobacteriosis en humanos generalmente tiene tratamiento con
antimicrobianos como macrolidos, tetraciclinas o fluoroquinolonas.
Sin embargo, la eficacia de tales tratamientos estd actualmente
comprometida por la creciente resistencia a estos antimicrobianos

en C. jejuniy C. coli(46,47).

2.1.3. Diagndstico de laboratorio para Campylobacter

2.1.3.1. Coleccidn, transporte y conservaciéon de la muestra para

aislamiento de Campylobacter

El diagnostico de Campylobacter en pacientes con sintoma
gastrointestinal aguda, es preferible las muestras fecales(15); sin
embargo los hisopados rectales son aceptados en infantes cuando

hay dificultad en la toma de muestra(48).

La muestra de heces es colectada durante la fase aguda de la
enfermedad diarreica y antes de iniciar un tratamiento
antimicrobiano. Ademas se puede conservar a temperatura
ambiente dentro las 2 horas. En medio de transporte Cary-Blair se
utiliza cuando es mayor de 2 horas y se puede almacenar a 4°C si

el proceso no se realiza de inmediato(15).
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2.1.3.2. Métodos microscopicos para el diagnostico de

Campylobacter.

Las pruebas microscopicas por lo general son presuntiva la finalidad
es visualizar la morfologia bacteriana a partir de una muestra fecal

diarreica con diferente coloracion.

Tenemos el método Gram directo con un valor predictivo de
60%(49), la microscopia de contraste de fase 85.7%(50), la tincién
de Gram-Hucker; con una sensibilidad de 37% y especificidad de

100%(1); la tincién de Vago con una sensibilidad de 3.63%(19).

2.1.3.3. Cultivo microbiolégicos para el diagnéstico de

Campylobacter.

La seleccién de medios cultivos para aislamiento de Campylobacter
a partir de muestras de heces en las que presenta microorganismo
competidores, se debe utilizar método de filtracion o medios
selectivos(51). Aunque no existe un Gold estandar para el

aislamiento rutinario de todas las especies de Campylobacter(52).

Los medios selectivos tienen componentes de enriquecimientos y
antimicrobiano parece ser mas importante para el aislamiento inicial
debido a que el tiempo de incubacion es de 24 a 48 h. Sin embargo
la inhibicion de la microflora fecal es mas importante dentro las 24 h
de aislamiento de Campylobacter(53). ElI primer aislamiento de
Campylobacter en heces fue llevado a cabo por Skirrow, que

desarrollo un medio selectivo como medio base agar sangre
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suplementado con trimetoprim, polimixina B y vancomicina(54).
Blaser et al. desarrollo el medio Campy-BAP, es un medio selectivo
que se emplea en laboratorio clinico(55). EI medio CCDA, contiene
cefazolina y deoxicolato de sodio. Luego se demostré siendo mas
selectivo al reemplazar cefalotina por cefoperazona(2). Después
tenemos medio Karmali que incluye vancomicina, ciclohexamida y
cefoperazona para aislamiento de Campylobacter(56). Ademas hay
medio selectivo libre de sangre (CAT) para aislamiento de
Campylobacter a 37°C, este medio contiene cefoperazona,

amfoterecina B y teicoplanina como agente selectivo(57).

El método de filtracion de membrana fue inicialmente disefiado para
el aislamiento de C. fetus en ganado y luego en humanos. A
diferencia de muchas bacterias, Campylobacter suele pasar a travées
de filtros de 0.45 ym. Se han probado varios tamafos de poro de
membrana, medios de cultivo y técnicas de aislamiento. Por lo
general, se coloca una suspension de 10% de heces sobre la
superficie de un filtro de membrana durante algin tiempo y la
muestra filtrada se siembra sobre una placa que contiene un medio

selectivo(58).

2.1.3.4. Identificacién microbiologica de especies de Campylobacter

Las especies de Campylobacter, se pueden identificar mediante
pruebas bioquimicas por sus caracteristicas fenotipicas para

diferenciar cada especie.
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La microscopia Optica nos ayuda a diferenciar la morfologia
bacteriana caracteristica de la familia Campylobacteraceae (bacilos

curvos, punteados o la forma de vuelo de gaviota).

La prueba de la catalasa, es una enzima que poseen la mayoria de
las bacterias aerobias, descomponen el peréxido de Hidrogeno en
agua y oxigeno. La reaccion se detecta por la formacién de

burbujas.

La prueba de la oxidasa, determina la presencia del citocromo C,
este componente oxida NNN'N’, tetrametil, 1,4, fenilendiamina. La

oxidacion se detecta de como color azul.

La temperatura de incubacion para el crecimiento microbiano, hay
ciertas especie de Campylobacter, que pueden crecer a 30°C y a

42°C.

La prueba de hidrolisis de Hipurato de Sodio, sirve para detectar la
enzima hipuricasa que tienen algunos Campylobacter. El producto
de la hidrolisis de Hipurato da como resultado glicina, que

reaccionara con la nihindrina provocando un cambio de color.

Ademés la susceptibilidad antimicrobiana a cefalotina y &cido

nadilixico. Tenemos algunas especies de Campylobacter.

2.1.3.5. Métodos moleculares

Los ensayos de tipificacion para el desarrollo de Campylobacter, a

través de plasmido basado por reaccion de la cadena polimerasa
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(PCR). Los plasmidos nos han proporcionado un método de
tipificacion adecuado para C. jejuni y C. coli debido a la gran
variabilidad en la prevalencia (19-95%), y los tamafios de los
plasmidos (2-208 kbp) se han encontrados en diferentes

cepas(59,60).

El esquema de tipificacion basado por PCR, amplificacion de
fragmento de polimorfismo de secuencias repetitivas (RFLP) del
genes flaA y flaB, han sido utilizados en varios estudios de
investigacion. Sin embargo, la mayoria de los métodos de PCR son
de bajo poder discriminatorio, y muy pocos han sido automatizados
(por ejemplo, REP-PCR). Ademas, algunos de estos métodos de
PCR carecen de un protocolo estandarizado para asegurar la

repetitividad(61).

La electroforesis de campo pulsado (PFGE), fue descubierto en
1980, se ha convertido en una importante herramienta para la
aplicacion en sistemas de vigilancia en todo el mundo. PFGE, es un
método de tipificacién en el que todo el genoma de un organismo se
corta utilizando enzimas de restriccion, y luego los fragmentos de
ADN se separan en base a sus tamafios. Ademas puede resolver
moléculas de ADN de hasta 12 Mb de tamafio y se ha convertido en
un importante método molecular para la tipificacion de patégenos
bacterianos transmitidos por los alimentos, especialmente C. jejuni y
C. coli(62). La PFGE es adecuado para establecer relaciones

epidemioldgicas a corto plazo de C. jejuni/ C. coli. Ademas permite
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un rapido intercambio de resultados para una identificacion rapida,

eficiente y respuesta a brotes asociados a Campylobacter. Existen

varios protocolos estandarizados para realizar PFGE en aislados de

Campylobacter(63,64).

Los cebadores mas comunes para C. jejuni y C. coli en ensayos de PCR multiplex

: Tamafo
Especie Nombre
: o Genes . e del
identifica blanco del Secuencias (5-3") roducto
da cebador P
_ (bp)
C. _CO_|I y gen CadF CadF2B TTGAAGGTAATTTAGATATG 400
C. jejuni (adhesina, CadR1B CTAATACCTAAAGTTGAAAC
fibronectina)
C. coli gen CC18F GGTATGATTT(éTACAAAGCGA 500
Aspartokinasa CC519R ATAAAAGACTATCGTCGCGTG
gen CeuE COL| ATGAAAAAATé;TTAGTTTTTG 894
(transporte COL2 ATTTTATTATTTGTAGCAGCG
sideroforos)
Gen ask-F- GGCTCCTTTAATGGCCGCAAG 306
JK ATT
. ask-R-
Aspartokinasa AGACTATCGTCGCGTGATTTA
JK
GCG
C. jejuni ~gen HipO-F GACTTCGTGCAGATATGGATG 344
Hipuricasa CTT
HiDO-R GCTATAACTATCCGAAGAAGC
P CATCA
glyA-F- TGGCGGACATTTAACTCATGG
gen GlyA IK TGC 264
glyA-R- CCTGCCACAACAAGACCTGCA
JK ATA
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2.1.3.6. Susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de
Campylobacter son de gran importancia para las opciones de

tratamiento, especialmente en las enfermedades sistémicas(65).

El Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos (EUCAST), propuso recientemente un corte
epidemioldgico (ECOFF) para un numero limitado de compuestos
antimicrobianos como macrolidos, tetraciclina y fluoroquinolona para

C. jejuni y C. coli(66).

El método de eleccion para la susceptibilidad de Campylobacter
recomendado por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) es la dilucién en agar, la microdilucion en caldo y también
por método de disco difusibn para los antimicrobianos como

eritromicina, tetraciclina, doxiciclina y ciprofloxacino(67).

2.1.3.6.1. Mecanismo de resistencia

Las quinolonas inhiben la sintesis de ADN bacteriano que
causa la muerte celular. Las dianas de las quinolonas son dos
grandes enzimas bacterianas, ADN girasa y topoisomerasa

IV(68).

Existen varias modificaciones individuales de GyrA individuales
gque se han descrito como asociadas con la resistencia a
fluoroquinolona en las especies de Campylobacter como la
secuencia Thr86lle, Asp90Asn, Thr86Lys, Thr86Ala, Thr86Val y
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Asp90Tyr. Sin embargo, la mutacibn mas frecuentemente
observada en Campylobacter resistente a la quinolonas es el
cambio de C257T en el gen gyrA, que conduce a la sustitucion
de Thr86lle en la girasa y confiere la resistencia de alto nivel a

este grupo de antimicrobianos(69).

La bomba de eflup CmeABC es el sistema de eflujo mas
comun en Campylobacter y trabaja en sinergia con mutaciones

de GyrA en causar resistencia a la fluoroquinolona(70).

La resistencia a las tetraciclinas en Campylobacter es conferida
por el gen tet (0), que es ampliamente presente en C. jejuni y
C. coli(71,72). ElI gen tet (0), que codifica proteinas de
proteccion ribosomal (RPP), se localiza en un plasmido auto-
transmisible de un tamafio molecular de 45 a 58 kb(73).
Basandose en el contenido de G-C, homologia de secuencia,
uso de codones y analisis de hibridacion, parece que el gen
Campylobacter tet (0) probablemente fue adquirido por
transferencia de genes horizontal de genero Streptomyces,

Streptococcus o Enterococcusspp.(72,74).

Los macrolidos son ampliamente utilizados agentes
antimicrobianos y se consideran farmacos seguros y eficaces.
Su espectro antimicrobiano cubre la mayoria de los
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos, incluyendo
Campylobacter. Ademas interrumpen la sintesis de proteinas

en el ribosoma bacteriano dirigiendo la subunidad 50S e
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inhiben la sintesis proteica dependiente de ARN
bacteriano(75). La resistencia a macrolidos en Campylobacter
es el resultado de la modificacion del sitio de union del
ribosomas mediante la mutacion del ARNr de 23S o cambios
en las proteinas resultantes en el sitio por metilacion o

modificacién enzimética del farmaco(74,76).

2.2.Antecedentes

2.2.1. Antecedentes Internacionales

Steele et al. (1984) Compara el uso de filtro de membrana de triacetato
de celulosa aplicados en superficie de las placas de agar de sangre no
selectivas fueron tan eficaz como el uso de medios antimicrobiano en el
aislamiento de C. jejuni en pacientes con diarrea. Para evaluar el método
se examinaron 1000 muestras fecales de pacientes sospechosos de
tener diarrea infecciosa entre enero y octubre de 1982. El aislamiento de
C. jejuni se realiz6 mediante en medio selectivo conteniendo agar sangre
oveja 10%, vancomicina 10gr/L, trimetoprim 5 mg/L y colistin 2,9 mg/L.
En el método filtracion de membrana se colocé un filtro de triacetato de
celulosa de 47 mm, 0,45 pm sobre un agar de sangre de oveja al 6%.
Ambos métodos las placas con medios de cultivos, se incubaron en una
atmosfera reducida de oxigeno que contenia 5% de oxigeno, 10% de
diéxido de carbono y 85% de nitrogeno a 42°C hasta 5 dias. De la
muestra se examinadas utilizando ambos métodos el aislamiento de

Campylobacter es la tasa general del 56 (5,6%) de los cuales 45 (80%)

29



fueron aislados en el medio antibiético selectivo y 50 (89%) fueron
aislados por el método del filtracion de membrana. Todos los
Campylobacter aislados en el medio selectivo fueron C. jejuni. Este
meétodo detectd seis cepas de C. jejuni que no se aislaron usando el
método de filtro. ElI uso del método filtracibon de membrana, pueden
resultar en la deteccion de los casos de infeccion entérica por
Campylobacter y pueden ser utilizados por pequefios laboratorios con
acceso limitado a medios selectivos. También pueden facilitar el

aislamiento de Campylobacter sensibles a antimicrobiano(5).

Kulkarni et al. (2002) Determinar el método Optimo para la deteccion de
Campylobacter a partir de muestras de heces comparando diferente
métodos del cultivo: En medio selectivo, filtracion de membrana y la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se recolectaron 343
muestras de heces que fueron investigadas por cada uno de los tres
métodos mencionados anteriormente. El medio selectivo se realizé con
placas de agar con charcoal, desoxicolato de cefoperazona. El método
de filtracion en membrana se realiz6 usando filtros de triacetato de
celulosa con poros de 0,45 um colocados en placas de agar sangre. Los
Campylobacter enteropatogénicos se detectaron utilizando un algoritmo
de identificacion por PCR, para deteccion y identificacion de especies
utilizando un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas PCR (PCR-
ELISA), ambos basados en el gen 16S rRNA. De las 343 muestras
analizadas, 23 fueron positivas por uno o mas meétodos. De éstos, 17
fueron positivos por método selectivo, 12 por el método de filtracion de

membrana, y 20 por el algoritmo de identificacion PCR. Un total de 18 de
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los 23 positivos fueron identificados como C. jejuni y C.coli por el
algoritmo de identificacion PCR, en comparacion con 14 identificados al
nivel de género por cultivo selectivo y 10 por filtracion por membrana.
Entre las cinco muestras positivas restantes; un C. hyointestinalis, un C.
upsaliensis fue detectada solo por el algoritmo de identificacion PCR; un
Campylobacter spp., fue detectado por filtracion de membrana y en
cultivo selectivo y posteriormente identificado como C. concisus; un
Campylobacter spp., se detecto por filtracion de membrana que luego se
identific6 como Arcobacter spp; y un Campylobacter spp., detectado solo
por cultivo selectivo. No hubo diferencias significativas entre la deteccion
por cultivo selectivo y los otros dos métodos. Sin embargo, la deteccion
por PCR fue significativamente mejor que por filtracion por membrana. El
método Optimo para la deteccion de Campylobacter de muestras de
heces en el laboratorio de diagndstico sigue siendo el cultivo en medio

selectivo(77).

Thomas et al. (2005) Determinar la inhibicion de la contaminacion fecal
y la temperatura a 37°C en medio selectivo usando aztreonam para
Campylobacter. Ciento cincuenta muestras fecales hospitalarias se
cultivaron rutinariamente y todas las placas se incubaron microaerofilia
durante tres dias en medio selectivo: Agar base charcol, aztreonam,
anfoterecina y vancomicina (AAV) a 37°C y en medio agar sangre
Columbia(CDA modificada) a 43°C.En el estudio piloto (150 muestras), el
medio de AAV (37°C) tenia una mayor sensibilidad para aislar
Campylobacter: 14 fueron aislados en AAV en comparacion con 10 en

CDA modificada (43°C) durante tres dias, y 9 fueron aislados en AAV
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medio en comparacién con 5 en CDA modificada (43°C) después de 24
horas de incubacion. Las tasas de contaminacion siguieron siendo bajas.
Este es el primer informe del medio AVV utilizado como medio selectivo
capaz de cultivar Campylobacter de importancia patogénica a 37°C, por

lo tanto, se necesitan estudios adicionales(78).

Chanqueo et al. (2005) Evaluaron la tincién de Hucker para la busqueda
rutinaria de Campylobacter en muestras de heces en comparacion de
cultivo microbiologico. Se estudiaron 5750 muestra de coprocultivo de
los cuales se siembra en medios de cultivos, se realiza un frotis que fue
tefiido con partes iguales de cristal violeta de Hucker y bicarbonato de
sodio al 1% durante uno a dos minutos. Se observaron bacilos curvos
sugerentes a Campylobacter en 115 (2%) por la tincion de Hucker
teniendo 37.5% de sensibilidad y 100% de especificidad. La busqueda
de Campylobacter por medio de cultivo especifico es fundamental para

el diagnostico etiolégico de un sindrome diarreico agudo(1).

2.2.2. Antecedentes Nacionales

Moya-Salazar et al. (2016) Evaluaron el rendimiento del medio agar
sangre con filtro (ASF) en comparacion con el agra Karrnali (AK) para el
diagndstico de Campylobacter spp en coprocultivo. Se recolectaron 287
muestra positiva de neonatos. Las muestras fueron sembradas en ASF
y en AK e incubadas hasta 72 horas en microaerofilia. La diferenciacion
de especies se realiz6 con la hidrolisis de hipurato. 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
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fue de 32.7 + 11 horas y la contaminacion de medios de cultivo fue
61.7% para AK. Se aislaron 74.8% de especies de Campylobacter no
jejuni. En conclusién el Agar Sangre con filtro de membrana presenta un
mayor rendimiento diagnostico que Agar Karmali para el aislamiento de
Campylobacter, en un tiempo relativamente menor y demostrando ser

mas costo-efectivo que el medio de asilamiento selectivo(79).
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CAPITULO lIl: METODOLOGIA

3.1.Disefo del Estudio

Estudio descriptivo, prospectivo y correlacionar de corte transversal.

3.2.Poblacién

Para el siguiente estudio se tomaron en cuenta la poblacion que son
atendidos por enfermedades diarreicas agudas (EDA), en el Hospital Centro
Médico Naval (CEMENA), ubicado en el distrito de Bellavista de la provincia
del Callao, Departamento Lima, Perd. Durante el periodo de Enero — Junio

2018.

3.2.1. Criterio de inclusién:

Aislamiento de Campylobacter de coprocultivos positivos.

- Muestra adecuadamente conservada en medio de transporte

dentro las 72 horas.

- Pacientes con Enfermedad diarreica aguda menores de 5 afos.

- Muestra de heces con reaccion inflamatoria.

3.2.2. Criterio de exclusioén

- Cultivos de pacientes no provenientes del servicio de

microbiologia.

- Muestra sin el rotulo adecuado o no legibles.

- Muestras de heces conservadas en pafial.
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- Muestra en medio de transporte sin cadena de frio.

- Pacientes que hayan recibido algin tipo de tratamiento

antimicrobiano durante la enfermedad diarreica aguda.
- Muestra de heces con conservantes (formalina).
3.3.Muestra

La muestra esta constituida por todos los aislamientos de Campylobacter. El
tamafio muestral se calculé por STATA 12, considerando la totalidad de
resultado positivo durante el afio 2017 (200 coprocultivos positivos) una

sensibilidad de 95%, una heterogeneidad de 50% y un margen de error de 5.

Para este proyecto de investigacion el ndmero minimo de la muestra

representativa se hall6 mediante la siguiente formula:

. NZ%*1—a/2.P.Q
(N-1).e*+z% 1-%/,. P.Q

n

Dénde:

¢ Nivel de confianza: 1-a.

e o : Nivel de significancia (ejemplo: a= 5% = 0.05)

e Z:valor tabulado de distribucién Normal Estandarizada

z___.=1.96)

(21-0.05/2_ 0.975
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e Margen de error permitido por el responsable del estudio (e=5%=0.05)
e P: probabilidad de éxito que ocurra el suceso 50%=0.5
e (: probabilidad que no ocurra el suceso (1- p = 50% = 0.5)

Por tanto:

n= 200(1,95)%(0,5) (0,5)

(200-1)(0,05)2 + (1,95) (0,5) (0,5)

n=132

Obteniéndose un tamafio muestral de 132 coprocultivos positivos de pacientes
derivados a Servicio de Microbiologia del CENEMA durante el periodo de

estudio.
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3.4.0peracionalizacion de Variables

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL TIPO ESCALA II;C;Z'I\@I'RDE
Indica la capacidad de aislamiento | Resultado positivo por la presencia Positivo
de Campylobacter por el medio|de Campylobacter o contaminado| Cualitativo Nominal Negativo

PRINCIPAL

_= PAS-AV. or flora fecal. i

MEDIOS DE P Contaminado

: . . . iti i Positivo
de Campylobacter por el medio FM. Py Negativo
por flora fecal. Contaminado
Pobre
(menor de 0.2)
Débil
SECUNDARIO (0.21-0.40)
Es la comparacion de los resultados | EI indice de Kappa (k), mide el o . Moderado
C[?ENﬁggl%gNgéA por los medios PAS-AV y FM. grado de concordancia Cualitativo Ordinal (0.41-0.60)
Buena
CULTIVOS
(0.61-0.80)
Muy Buena
(0.81-1.0)
Es la razon en cual indica la|Es el numero cultivos con
AISLAMIENTO DE capacidad de aislar Campylobacter | Campylobacter entre total de| Cuantitativo | Continuo Numérico
CAMPYLOBACTER : .
por los medios PAS-AV y FM. cultivos.
CONTAMINACION Es Ia_ razon en cual_ indica la _
capacidad de contaminarse por|Es el numero cultivos con Flora oL . -
POR FLORA . . Cuantitativo | Continuo Numerico
flora fecal por los medios PAS-AV |fecal entre total de cultivos.
FECAL v M
TIEMPO DE Es el periodo de tiempo para 24 horas
INCUBACION aislamiento de Campylobacter por | El tiempo se mide cada 24 horas. Cualitativo Ordinal 48 horas
los medios PAS-AV y FM. 72 horas
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3.5.Procedimientos y Técnicas

3.5.1. Solicitud de autorizacién:

Aprobado por el comité de Etica y Division de Investigacion del CEMENA

“Cirujano Mayor Santiago Tavara”. Anexo 1.

3.5.2. Transporte de muestra de heces humanas y la preparacion de la

suspension fecal:

Las muestras de heces humanas, son recolectadas en dos formas en
frasco colector o en medio Cary Blair(79). En frasco colector se
conserva dentro las 2 horas a temperatura ambiente o en Cary Blair con
dos hisopos no mayor de 3 dias a 4°C(80). Luego cada muestra se
prepara una suspension con solucion salina 0.9 % en proporcion de

1:10, en un tubo de vidrio(5).

3.5.3. Método de cultivo en medio no selectivo usando disco de

aztreonam-vancomicina (PAS-AV)

Se toma la suspension antes mencionada, con un hisopo estéril. Luego
presionar el hisopo con la pared interna del tubo y por encima de la
suspension. Luego inocular en toda la superficie del medio agar sangre
de oveja al 5 %, secar a temperatura ambiente, agregar un disco de
Aztreonam de 30 pg y un disco de Vancomicina de 30 ug, los discos
separados a 2 cm. Luego incubar a 37 °C por 72 h a cada placa en
condiciones microaerofilia de 5 % de Oxigeno, 10 % de dioxido de
Carbono y 85 % de Nitrogeno. La presencia de unidades formadora de
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colonias (UFC), dentro los halos de inhibicién formados por los discos de
aztreonam y vancomicina es una prueba positiva (Anexo 2), luego se
procede a realizar las pruebas para la identificacion de Campylobacter.
Una prueba negativa es ausencia de UFC dentro del halo de inhibicion

por los antibiéticos (Anexo 3).

3.5.4. Método de cultivo en medio no selectivo usando filtro de

membrana (FM)

Se coloca en la parte central de la placa de agar sangre de oveja al 5 %
un filtro de membrana (Milipore: 47 mm, 0.45um) (Anexo 4). Luego
agregar 100 uL de la suspension fecal sobre el filtro dejar secar a 42°C
por 30 min y luego retirar el filtro de membrana e incubar a 42 °C por 48
horas en condiciones microaerofilia de 5 % de Oxigeno, 10 % de diéxido
de Carbono y 85 % de Nitrégeno. La presencia de UFC, dentro de la
zona de filtro de membrana se procedera a realizar las pruebas para
identificacion de Campylobacter en ausencia de UFC sera un cultivo

negativo. Este método fue elaborado por Steele y McDermott(5).

3.5.5. Identificacién de Campylobacter spp.

Las UFC que crecen dentro la interseccion del halo de inhibicion
formado por aztreonam-vancomicina en el método PAS-AV y en el

meétodo FM, se realiza tincion de Gram-Hucker(1), oxidasa y catalasa.

3.55.1. Tincion de Gram-Hucker

Se toma una colonia con una asa de siembra ya sea del método
PAS-AV o el método FM se coloca en un portaobjeto con una gota
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de solucién salina. Fijar el frotis microbiano por calor con cuidado de
no quemar la preparacion. Hacer pases cortos controlando la
temperatura del portaobjetos por contacto dorso mano. Cubrir la
preparacion con Cristal Violeta Oxalato solucion Gram-Hucker
durante 1 minuto. Luego lavar el exceso de colorante suavemente
con agua corriente. Cubrir la preparacion con Liquido de lugol
durante 1 minuto para volver a lavar con agua. Decolorar, gota a
gota y no mas de 1 minuto con Alcohol-Acetona. Luego lavar de
nuevo con agua. Cubrir la preparacion con Safranina O durante un
minuto. Lavar con agua Yy dejar secar. Luego observar al
microscopio con objetivo de inmersion. Preparacion de los reactivos

(Anexo 5).

La tincion de Gram-Hucker es una coloracion para diferenciar
bacterias Gram positivas y Gram negativas, segun la retencion que
presenta al colorante. Los microorganismos tefiidos con el colorante
Cristal Violeta son los denominados Gram positivos y los
microorganismos tefiidos con Safranina O son los Gram-negativos.
Ademés nos proporciona la morfologia bacteriana. Por lo tanto
Campylobacter es una bacteria Gram negativo de cuya morfologia
es variado: bacilos curvos, punteados o en forma de vuelo de

gaviota (Anexo 6).

3.5.5.2. Prueba de Oxidasa

Se toma con un palillo aplicador una colonia de la placa PAS-AV o

FM y se agrega sobre un papel filtro impregnado con oxalato de
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dimetil-para-fenilendiamina, el cual es el sustrato de la enzima
oxidasa. Generalmente dentro el minuto y a temperatura ambiente
se detecta los resultados positivos de color rojo-fucsia en
Campylobacter una reaccion lenta pasado los 2 minutos, debe

considerarse negativo para otros microorganismos.

3.5.5.3. Prueba de Catalasa

Se toma con un palillo aplicador una colonia de la placa PAS-AV o
FM y se agrega sobre la superficie de un portaobjeto. Luego afadir
una gota de peréxido de hidrogeno al 30 %. Para una prueba
cualitativa, la rapida aparicion y produccion sostenida de burbujas
de gas o efervescencia indica una reaccion positiva. Dado que el
peréxido de hidrogeno es descompuesto en agua y oxigeno por la

presencia de la enzima catalasa en el Campylobacter.

3.5.6. Control de Calidad

Para asegurar la calidad de los resultados en el flujograma de
investigacion (Anexo 7), se consideraron todos los requerimientos
necesarios en la preparacion del agar Tripticasa de soya (Merck,
Darmstadt, Germany). Asimismo, para la validacion de los métodos
fenotipicos para la identificacion de cepas Campylobacter se utilizaran
cepas ATCC (American Type Culture Collection), Campylobacter jejuni
ATCC 33560. El control de calidad de los discos empleados para los
dos métodos se realizara con E. coli ATCC 25922 y Enterococcus
faecalis ATCC 29212. EIl control de calidad ha sido realizado por el

Tecnologo medico de dicha area de microbiologia.
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3.6.Plan de Anélisis de Datos

Todos los datos son obtenidos a través de una base de datos establecido
por un formato (ANEXO 8). Se evalta la concordancia de los medios PAS-
AV y FM por indice Kappa. Para la proporcion para aislamiento de
Campylobacter y contaminacion por flora fecal se evalia por el Test de
McNemar. El tiempo de incubacidon para aislamiento de Campylobacter se
utiliza la mediana. Toda prueba estadistica se realizo por el paquete

estadistico STATA 12.
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CAPITULO IV RESULTADOS

4.1Resultados:
4.1.1. Comparacion de rendimiento en los cultivos PAS-AV y FM:

Se recolectaron 132 muestras fecales diarreicas de menores de 5 afos

(mediana de edad =2). Ver Tabla 2.

Tabla 2. Rendimiento en cultivos PSA-AV y FM.

Caracteristica PAS-AV FM
(n=132) (n=132)
Cualitativo*
Aislamiento de Campylobacter, n°.,(%) 44 (33.3%) 40 (30.3%)
Contaminado por Flora fecal, n°.,(%) 7 (5.3%) 10 (7.6%)
Mediana de tiempo de positividad (horas) 48 48

*Placas de cultivos con unidades formadoras de colonia (UFC)

4.1.2. Concordancia en los cultivos PAS-AV y FM
Los resultados de los cultivos obtenidos en forma pareada para PAS-AV

Y FM, tuvo una concordancia de 97.4% (k=0.94, p<0.001).Tabla 3.

Tabla 3. Concordancia en cultivos PAS-AV y FM.

Concordancia

Concordancia Kappa Std. Err. z Prob>zZ
esperada

97.44% 56.41% 0.9412 0.1599 5.89 0.0001
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4.1.3. Proporcién de aislamiento para Campylobacter
El 33.3% del total de la muestras se aislaron Campylobacter por el
cultivo PAS-AV, mientras que FM es 30.3% (P-McNemar=0.1) (Grafica

1), siendo el 3% cultivo positivo para Campylobacter por PAS-AV pero

negativo en FM (Tabla 4).

Grafico 1. Aislamiento de Campylobacter
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Tabla 4. Comparacion de resultado para aislamiento de Campylobacter en
cultivos PAS-AV y FM.

FM
PAS-AV Positivo Negativo Total
Positivo 40 (30.3%) 4 (3%) 44 (33.3%)
Negativo 0 (0%) 88 (66.7%) 88 (66.7%)
Total 40 (30.3%) 92 (69.7%) 132 (100%)
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4.1.4. Proporcion de la contaminacion por Flora fecal
El 5.3% del total de la muestra se contaminaron con flora fecal por el
medio PAS-AV, mientras que FM es 7.6% (P-McNemar=0.3),

(Grafica 2), siendo el 92.4% coinciden en los resultados no

contaminadas (Tabla 5).

Grafico 2. Contaminacion por flora fecal
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Tabla 5. Comparacion de resultado para cultivos contaminados por flora
fecal en PAS-AV y FM.

FM
PAS-AV Contaminado No contaminado Total
Contaminado 7 (5.3%) 0 (0%) 7 (5.3%)
No contaminado 3 (2.3%) 122 (92.4%) 125 (94.7%)
Total 10 (7.6%) 122 (92.4%) 132 (100%)
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4.1.5. Tiempo de incubacion para aislamiento de Campylobacter por los
cultivos PAS-AV y FM.
El tiempo de incubacion por los medios de cultivos, PAS-AV y FM tiene

la misma mediana de 48 horas. Ver Tabla 6.

Tabla 6. Tiempo de incubacion en cultivos PSA-AV y FM.

Caracteristica PAS-AV (n=44) FM (n=40)

Mediana del tiempo (horas) de incubacion

para aislamiento de Campylobacter (IQR*) 48 (24-72) 48 (24-72)

*Rango Intercuartil

4.2.Discusion
En este estudio de 132 muestras fecales diarreicas en nifios menores de 5
afos, tiene el mismo rendimiento para aislamiento de Campylobacter en
cultivos PAS-AV y FM. Ademéas se determind el indice kappa (k= 0.94),
segun la tabla de valoracion de kappa es muy buena concordancia. Steele et
al. (1984). Realizaron un estudio al comparar el uso de filtro de membrana
de triacetato de celulosa aplicados en medio no selectivo (Agar sangre) y un
medio selectivo con antimicrobiano (vancomicina 10gr/L, trimetoprim 5 mg/L
y colistin 2,9 mg/L) para aislamiento de Campylobacter en pacientes con
diarrea. Para ambos métodos los medios de cultivos, se incubaron en una
atmosfera de microaerofilia (5% de oxigeno, 10% de didéxido de carbono y
85% de nitrégeno) a 42°C hasta 5 dias. Las muestras han sido examinadas
utilizando por los dos métodos para aislamiento de Campylobacter cuyo

resultados en tasa general del 56 (5,6%) de las cuales 45 (80%) fueron
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aislados en medio selectivo y 50 (89%) fueron aislados por el método de
filtro de membrana. En nuestro estudio se aislaron 44 (33.3%) y 40 (30.3%)
por PAS-AV y FM respectivamente (P=0.1). Por lo tanto podemos decir el
cultivo FM a 42 °C y PAS-AV, a 37 °C y en misma condiciones microareofilia

es superior a un medio selectivo con antimicrobiano.

En otro estudio Thomas et al. (2005) Determina la inhibicibn de la
contaminacion por flora fecal en medio que contiene agar base charco,
aztreonam, amfoterecina y vancomicina (AAV) a 37°C y también en medio
agar sangre Columbia (CDA modificado) a 43°C , ambos son medios
selectivos. Se obtuvieron 150 muestras fecales hospitalarias se cultivaron
por los medios selectivos. La tasa de contaminacion para AVV es 8 (5%), 28
(19%) y 21 (14%) para 24, 48 y 72 horas respectivamente. La tasa de
contaminacion para CDA modificado es 21 (14%), 10 (7%) y 10 (7%) para
24, 48 y 72 horas respectivamente. En nuestro estudio de 132 muestras, se
encontrd una tasa de contaminacion de 7 (5.3%) y 10 (7.6%) para PAS-AV y
FM respectivamente (P=0.3), hasta las 72 horas. Por lo tanto, podemos

deducir que la tasa de contaminacion por PAS-AV, es muy baja.

El tiempo de incubacion para el aislamiento de Campylobacter por PAS-AV
y FM para ambos métodos tiene la misma mediana de 48 horas. El estudio
realizado por Moya-Salazar et al. (2016). Evaluaron el rendimiento del
medio agar sangre con filtro de membrana (ASF) en comparacion con medio
selectivo agar Karrnali (AK) para el diagnéstico de Campylobacter spp en

coprocultivo. Se recolectaron 287 muestra positiva de neonatos. Las
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muestras fueron sembradas en ASF y en AK e incubadas hasta 72 horas en

microaerofilia. La lectura de los cultivos se realiz6 a 12, 48 y 72 horas. El

tiempo promedio de crecimiento para Campylobacter es 34.56 y 33.13 horas

para AK y ASF respectivamente.

4.3.Conclusiones:

Los cultivos de 132 muestra fecales en nifios menores de 5 afios del
servicio de microbiologia del CEMENA, al comparar PAS- AV y FM
tienen el mismo rendimiento para aislamiento de Campylobacter.

La concordancia por el indice kappa (k= 0.94), al comparar PAS-AV y
FM, es muy buena segun la tabla de valoracion.

La proporcién de aislamiento de Campylobacter al comparar PAS- AV
y FM, no tiene diferencia significativa (p=0.1).

La proporcién de la contaminacién por flora fecal, al comparar PAS-
AV y FM, no tiene diferencia significativa (p=0.3).

El tiempo de incubacion es de 48 horas para el aislamiento de

Campylobacter en PAS-AV y FM.

4.4.Recomendaciones

Debido al rendimiento de PAS-AV, se deberia incluir como rutina en
los laboratorios de microbiologia (coprocultivos), en la basqueda de
Campylobacter proveniente de muestras diarreicas en nifios menores

de 5 afos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Aprobacion por el Comité de Etica y Division de Investigacion

CEMENA “Cirujano Mayor Santiago Tavara”

s, 32
WY bERU | Ministerio M
de Defensa L

n )
“DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOmpres® 3 5 ABR. 2013

“ANO DEL DIALOGO Y LA RECONCILIACION NACIONAL"
20

Bellavista,

vaoo- 4359

Sefior

Doctor

Juan Gualberto TRELLES Yenque

Director de la Escuela Académica Profesional de Tecnologia Médica
Facullad de Medicina Humana y Ciencias de la Salud

De la Universidad Alas Peruanas

Av. San Felipe N°1109

Jests Maria.-

Tengo el agrado de dirigirme a Ud., para saludarlo cordialmente
y en relacion a su Oficlo N°0378-EPTM-FMHyCS-UAP de fecha 16 de marzo del 2018,
hacer de su conocimiento que esta Direccion ha aulorizado a la seiorita Tania
Rosmery ROSALES Taype, para que redlice su proyeclo de fesis Titulado
"COMPARACION DE MEDIOS NO SELECTIVOS PARA AISLAMIENTO DE CAMPYLOBATER
USANDO DISCO DE AZTREONAM - VANCOMICINA Y FILTRO DE MENBRANA", luego
de ser evaluados y aprobados por el Comité de Elica y la Division de Invesligacion
de este nosocomio, el cual liene como fecha de inicio a partir del 02 de mayo al 02
de agosto del 2018.

A su vez la Autora del referido trabajo deberd presenlar ol
término de su ejecucién UN (01) ejemplar de la lesis en fisico y la base de datos en
digital en Excel en la Oficina de Apoyo a la Docencia e Investigacion.

Asimismo, la referida senorila se deberd presentar a la Oficina
de Apoyo a la Docencia e Investigacion para regisirar sus dalos correspondientes.

Hago propicia la ocasidn para expresarle los sentimientos de mi
especial consideracion.

Atentamente,

Contralmirante SN. (MC)
Wilfredo ORDAYA Luey
/ R
Direclor del Cer Médico Naval
"Cirvjano Mayor Sanliago Tavara"
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ANEXO 2. Prueba positiva en cultivo PAS-AV
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ANEXO 3. Prueba negativa en cultivo PAS-AV

58



ANEXO 4. Colocacion de filtro de membrana en medio no selectivo (agar

sangre)
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ANEXO 5. Preparacion de los reactivos para la tincion Gram-Hucker:

a)

b)

Cristal violeta y oxalato de amonio. (Reactivo de Hucker)

Solucion A:

Cristal violeta (pureza del colorante de por o menos, el 90%)......... 29
ELANOI (95%0) .. i e 20 mL
Solucién B:

Oxalato de amONIO......ccciieie et 0.8¢g
Agua destilada............coooiiiiiiii 80 mL

Preparacion:

-Mezclar cada uno de los solutos en su disolvente respectivo.

-Dejar la solucién de oxalato de amonio en reposo durante una noche o
calentar ligeramente hasta que se solubilice.

-Mezclar las dos soluciones vy filtrar.

Solucién de yodo yodurado. (Lugol) Yodo (quimicamente puro).............. 1lg
Yoduro de potasio...........cccevvvrrnnene. 29
Agua destilada...............cceeeeeen 300 mL

Preparacion:

- Combinar el yodo y el yoduro de potasio con la ayuda de un mortero.
- Lavar el contenido de éste con pequefias alicuotas de agua destilada.
- Agregar agua suficiente para obtener un total de 300 mL.

- Agitar fuertemente.

- Almacenar la solucidn en una botella oscura y con tapon de vidrio.

Alcohol acetona.
Alcohol €etilico  (95%0)......ccovvieriiieeeie e 500 mL
Y AY oL <1 (0] ¢ - VR 300 mL
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d)

Preparacion:

- Mezclar los ingredientes respectivos de cada combinacién para su uso.

Safranina.

Safranina (pureza del colorante, 90%)....... 0.25¢
Alcohol etilico (95%)..........cccoovvviicniiriiininneen. 10 mL
Agua destilada...........cooeeviiiiiiiiiiin 1000 mL

Preparacion:
- Disolver el colorante en el alcohol.
- Agregar el agua destilada.

- Filtrar y almacenar en frasco con tapon de vidrio.Cristal Violeta.
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ANEXO 6. Observacién microscoépica (1000x) de bacterias Gram negativa con

morfologia variada (curvos, punteados y vuelo de gaviota)
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ANEXO 7. Flujograma de aislamiento de Campylobacter por PAS-AV y FM
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y Yarcomicina [Val) ug 13 suspension
Separado a2 om v W sobee Al
—— F_
a7 Cx2448h PAS-AV M mwara2'Ca
&n condicin N 30min. Luego
Uiciasreonia P ., ! remover FLI
o Obseriatla
wh:':; 4 o AP Cx2448h
- — — €0 COndicidn
= oo T © Wicroaereatiz
Descana Cnicasa (+)/
cataasa (+) v
Tincion de -
Gram.- Jucker Desc artar
_E
i {azul)
(rosado morfalogia: curve,

puntiforme o vuelo de gaviota)

v

Compylobocter

63



ANEXO 8: Hoja de registro y base de datos del proyecto de investigacion

UNIVERSIDAD
ALAS PERUANAS

UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA Y CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE TECNOLOGIA MEDICA
REGISTRO Y BASE DE DATOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION :

"COMPARACION DE MEDIOS NO SELECTIVOS PARA AISLAMIENTO DE CAMPYLOBACTER USANDO DISCO DE AZTREONAM-VANCOMICINA Y FILTRO DE

MEMBRANA"
IDENTIFICACION
FECHA DE EDIO BIOQUIMICA
N° (g | SEXO | EDAD | SERETE | coNSMX | pecor eceion | e [inFLA| . PE. | cuLTivo | cuLTivo FECAL | OBSERVACION
MUESTRA CULTIVO GRAM [ CAT | OX | H.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: “COMPARACION DE MEDIOS NO SELECTIVOS PARA AISLAMIENTO DE CAMPYLOBACTER USANDO DISCO DE AZTREONAM-

VANCOMICINA Y FILTRO DE MEMBRANA

PROBLEMA DE INVESTIGACION OBJETIVO DE INVESTIGACION VARIABLES DIMENSIONES INSTRUMENTO METODOLOGIA
Problema general: Objetivo general: Variable Principal: DISENO
- ] Estudio descriptivo,
¢Qué rendimiento tiene al comparar | Comparar métodos en medios no * Positivo Ficha de prospectivo y
métodos en medios de cultivos no selectivos | selectivos para aislamiento de Medios de Cultivos | ° (N:egatlvg d (rjecolecmon de correlacionar de corte
para aislamiento de Campylobacter disco de | Campylobacter usando disco de PAS-AVyY FM. * ontaminado atos. transversal.

aztreonam-vancomicina (PAS-AV) y filtro de
membrana (FM)?

aztreonam-vancomicina (PAS-AV) y Filtro
de Membrana (FM).

Problemas especificos:

e ¢ Cudl es la concordancia de los métodos
en medios PAS-AV y FM para el
aislamiento de Campylobacter?

Objetivos especificos:

e Determinar la concordancia de los
métodos en medios no selectivos PAS-
AV y FM para aislamiento de
Campylobacter.

Variable Secundario:

Concordancia de
medios de cultivos

Pobre (menor de 0.2)
Débil (0.21-0.40)
Moderado (0.41-0.60)
Buena (0.61-0.80)
Muy Buena (0.81-1.0)

indice de Kappa

e ;Cuél es la proporcion de aislamiento

e Determinar la proporcién de aislamiento

Numero de cultivos

. A Aislamiento de e Numérico con Campylobacter
para Campylobacter en los métodos en para Campylobacter en los métodos en Campylobacter entre el total de
medios no selectivos PAS-AV y FM? medios no selectivos PAS-AV y FM. cultivos
o~z i S ¢ Determinar la proporcion de Numero de cultivos

* ¢Cuales la proporcion de contaminacion contaminacion para la flora fecal en los TIPRY: Ari con Flora fecal
para la flora fecal en los métodos en stod F()j lect Contaminacién por » Numeérico : ld
medio no selectivo PAS-AV y FM? metodos en medios no selectivos PAS- Flora fecal entre el total de

’ AVy FM. cultivos.

e ¢ Cudl es el tiempo de incubacién para e Determinar el tiempo de incubacién para « 24 horas Ficha de
als'lamlento de C.ampylobacte.r en los alslarrllento de Campylobacter usando Tiempo de Incubacion | « 48 horas recoleccién de
métodos en medios no selectivos PAS-AV los métodos en medios no selectivos e 72 horas datos

y FM?

PAS-AV y FM.

POBLACION:
Las que son
atendidos por
enfermedades
diarreicas agudas

(EDA), en el Hospital
Centro Médico Naval
(CEMENA), durante
el periodo de tiempo
Enero —Junio 2018.

MUESTRA:

Se determiné el
tamafio de muestra
mediante férmula
indicada en el item de

Muestra, resultando
un total de 132
muestras.
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