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RESUMEN

Las especies termotolerantes de Campylobacter spp son patégenos emergentes que
frecuentemente adquieren mecanismos de resistencia antimicrobiana a farmacos
usados para su tratamiento empirico. El estudio del perfil de resistencia
antimicrobiano y su epidemiologia es de interés puablico. El objetivo de este
proyecto es determinar la prevalencia de resistencia a ciprofloxacino y eritromicina
en aislamientos de Campylobacter spp, de nifios menores de 2 afios atendidos en el
Hospital Edgardo Rebagliati Martins de enero a diciembre del 20109.
Adicionalmente se explorara factores epidemioldgicos asociados a la resistencia
antimicrobiana mediante un estudio analitico, transversal de periodo. Se trabajara
con el cepario disponible de Campylobacter spp, los cuales fueron aislados de
muestras diarreicas procedentes del servicio de emergencia. La deteccion, y
caracterizacion de las especies y del perfil de resistencia de los aislamientos de
Campylobacter sera determinado mediante procedimientos microbiologicos
estandar. El analisis estadistico serd ejecutado usando pruebas bivariados de
acuerdo a la naturaleza y distribucion de sus datos. De encontrar asociaciones
significativas en el analisis bivariado, se construiran modelos de regresion para

estimar razones de prevalencia.

Palabras clave (MeSH): Campylobacter infections, Campylobacter coli,

Campylobacter jejuni, drug resistance, Child.
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1. INTRODUCCION

Campylobacter spp, es un género bacteriano causante de zoonosis Yy
enfermedad transmitida por alimentos, de distribucion mundial y catalogado como
patogeno emergente.! En las ultimas tres décadas, las infecciones por
Campylobacter spp han tomado relevancia en la salud publica debido a la carga que
representan en el total de enfermedades gastrointestinales de paises desarrollados,
ello de acuerdo a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y al
Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC).! Del
mismo modo, las infecciones por Campylobacter spp son de especial interés en

paises en vias de desarrollo como el Perd.

Campylobacter spp es una bacteria Gram negativa, oxidasa y catalasa
positiva, de forma espiralada que se asemeja a una “S” o a las alas de una gaviota.
La mayoria de las especies crecen en una atmdsfera microaerébica con un
requerimiento de oxigeno de 5%, 10% de didxido de carbono y 85% de nitrégeno.
El género de Campylobacter comprende 25 especies y seis subespecies, de las
cuales, las més frecuentemente detectadas en humanos son las termo tolerantes; C.
jejuni (subespecies jejuni) y C. coli. Otras especies como C. lari y C. upsaliensis,
también han sido aisladas de casos diarreicos, pero su notificacion es menos
frecuente.? La infeccion en humanos se asocia principalmente al consumo de
productos avicolas contaminados, como la carne de pollo. No obstante, la infeccion
puede asociarse también al contacto con aves de corral, agua contaminada, leche
sin pasteurizar, gatos y cerdos. La dosis infectante para humanos es de 10*

microorganismos. 2



Los sintomas mas frecuentes de la infeccién por Campylobacter son diarrea; a
menudo con presencia de sangre en las heces, dolor abdominal y de cabeza, fiebre,
nauseas, o vomitos. Los sintomas suelen aparecer entre el segundo y quinto dia de
iniciada la infeccion. El reporte de artritis reactiva, y de trastornos neurolégicos
como el sindrome de Guillain-Barré son infrecuentes pero asociados a paralisis y

disfuncion respiratoria que ocasionalmente desencadena en muerte.?

El tratamiento antimicrobiano con eritromicina, tetraciclina o
ciprofloxacino estd recomendado en casos donde la bacteria invade las células de
la mucosa intestinal y dafian los tejidos, o bien para suprimir la condicion de
portador y evitar la diseminacion de la bacteria.? Los macrdlidos y fluoroquinolonas
son considerados los antimicrobianos de primera linea para el tratamiento de la
campilobacteriosis.?> No obstante, la emergencia de la resistencia antimicrobiana

hacia estos farmacos genera un escenario con muy pocas opciones terapéuticas.®

El tratamiento antimicrobiano empirico, acompafiado de hidratacion, se
asocia a una rapida mejora y evolucion satisfactoria en uno a tres dias de iniciado
el tratamiento. No obstante, la falla al tratamiento es un escenario frecuente. Por tal
motivo, es necesario determinar el perfil de sensibilidad en aquellos casos donde la
infeccion no pudo ser controlada y en grupos de riesgo, como los nifios menores de
2 afnos de edad. EIl uso de antimicrobianos para tratar campilobacteriosis en nifios
menores de dos afos es frecuente, y la tasa de resistencia antimicrobiana observada
en esta poblacion cada vez es mas elevada.* Del mismo modo, durante los Gltimos
afios se ha observado una tendencia hacia el aumento en la resistencia para

macrolidos y fluoroquinolonas, tanto en aislados humanos como de animales.®



El uso de antimicrobianos ejerce presion ecologica sobre los
microorganismos, siendo este un factor determinante para la aparicion y
propagacion de la resistencia en la sociedad, y contribuye a la aparicion y seleccion
de aislados resistentes. La transmision de cepas resistentes se ve favorecida por las
malas précticas de prevencién y control de infecciones, asi como a inadecuadas
condiciones sanitarias. La transmision de bacterias resistentes a antimicrobianos

puede darse entre animales y seres humanos, y viceversa, asi como entre humanos.*

1.1. ANTECEDENTES

Maria Orrego y Col.® estudiaron un total de 1,110 muestras de heces
provenientes de nifios menores de 11 afios con sindrome diarreico agudo en
Asuncién, Paraguay. Un total de 176 muestras fueron positivas para
Campylobacter spp., resultando en una prevalencia de 15.9%. El 49.0% de los
aislamientos fue resistente a ciprofloxacino, un 28.0% a tetraciclina, y 1.0% a

eritromicina.

Ana Tamborini y Col.” estudiaron un total de 327 muestras de heces de
origen humano, procedentes de pacientes con diarrea aguda, de Las Pampas,
Argentina. Campylobacter spp. se aislé en 50 muestras. Se observé un 65% de
resistencia a ciprofloxacino y un 32 % de resistencia a tetraciclina. No se detectaron

bacterias resistentes a Eritromicina.

Ngan Thi y Col.2 desarrollaron un estudio en Tailandia y Japén para
investigar la prevalencia de patdgenos en casos de enfermedad diarreica aguda. Un

total de 29 especies de Campylobacter fueron aisladas. En nifios tailandeses se



encontrd 8 cepas de C. jejuni y 1 cepa de C. coli, mientras que, en nifios japoneses
se encontro 20 cepas de C. jejuni. Ademas, se observo una alta tasa de resistencia a
fluoroquinolonas; en aislamientos tailandeses un 66.7% y 90.0% en japoneses. La
resistencia a macrolidos unicamente fue detectada en los aislamientos tailandeses y

fue del 12.5%.

Aurora Garcia y Col.? realizaron un estudio de vigilancia para explorar las
tasas de resistencia antimicrobiana durante el 2013 al 2016 en Italia. De un total de
647 especies de Campylobacter aisladas de nifios entre 1 a 5 afios, 218 cepas fueron
seleccionadas para el estudio de resistencia antimicrobiana; 176 C. jejuni, 41 C. coli
y 1 C. fetus. De las 176 cepas de C. jejuni el 49.9 % fueron resistentes a
ciprofloxacino y tetraciclina, 5.7% a ciprofloxacino, tetraciclina y eritromicina. Por
otra parte, de los 41 aislados de C. coli, 15 (36.6%) fueron resistentes a
ciprofloxacino y tetraciclina, y 15 (36.6%) resistentes a ciprofloxacino, tetraciclina

y eritromicina.

Maria Perales y Col.'° realizaron un estudio con nifios menores de 2 afios en
Lima, Per(. De 248 muestras, 33 (13.3%) fueron positivas a Campylobacter. Jeel
Moya y Col.* realizaron un estudio transversal de periodo desde el 2012 al 2015 en
un hospital de Lima. En dicho trabajo reportan el aislamiento de 150 cepas de
Campylobacter obtenidas de nifios menores de 2 afios; 76 C. coli, 30 C. jejuni y 44
especies de Campylobacter. El 93.3% de los aislamientos evidencio resistencia a
uno o dos de los farmacos de primera linea utilizados en poblacion pediatrica. De
forma desglosada, la resistencia a ciprofloxacino fue de 87%, y de 7.3% a

eritromicina.



Simon Pollet y Col.*? realizaron un estudio para evaluar las tasas de
resistencia a ciprofloxacino y eritromicina de acuerdo a dos periodos de estudio;
2001-2005y 2006-2010, asi como en funcion a tres ciudades del PerG; Lima, Iquitos
y Cusco. De un total de 4,652 aislamientos, 3,419 fueron de Lima, 625 de Iquitos y
608 de Cusco. De todos los aislamientos, el 82.9% fueron identificados como C.
jejuni, seguido por C. coli con 11.9%, y por otras especies relacionadas o no
identificadas que incluyeron C. lari. De forma general se observo un aumento
significativo del nimero de aislamientos y de las tasas de resistencia a ambos
antibidticos en todas las ciudades evaluadas, sugiriendo que dicho aumento seguira

manteniendo su tendencia a través del tiempo.

Angela Lluque y Col.*? evaluaron el perfil de resistencia antimicrobiana de
Campylobacter spp. aislados de 149 nifios menores de 18 meses de edad en Lima,
Per(. EI 88.7% de los aislamientos fueron resistentes a ciprofloxacino, y un 13.0%
resistentes tanto a eritromicina como a azitromicina. Los investigadores sugieren
que la efectividad del tratamiento empirico deberia ser constantemente evaluada
debido a que este podria fallar en caso surgiera un mecanismo de resistencia de

rapida dispersion.



1.2 JUSTIFICACION

En el Hospital Edgardo Rebagliati Martins, el tratamiento empirico de
eleccion para la infeccion por Campylobacter spp., en casos atendidos por
Emergencia, es la terapia con eritromicina. La evidencia a nivel global y local
sugiere que la tasa de resistencia a eritromicina es variable, siendo afectada por el
periodo y lugar de estudio, asi como el tipo de poblacion estudiada. No obstante, es
claro que el uso indiscriminado de antimicrobianos de primera linea favorece la

emergencia y diseminacion de resistencia en la comunidad.

Muiltiples estudios sugieren que la tasa de resistencia antimicrobiana para
ciprofloxacino podria ser superior al 90%, siendo esta mayor a la tasa de resistencia
para eritromicina. La informacion sobre resistencia a ambos antimicrobianos a nivel
local, y especificamente en aislamientos de Campylobacter aislados de poblacién
infantil es limitada en la literatura cientifica. Por lo expuesto, es necesario e
importante realizar un estudio de caracterizacion de la resistencia antimicrobiana

en aislamientos de Campylobacter spp.

Los resultados del estudio podrian ser utilizados para fortalecer las normas
actuales con respecto a la prescripcion de ciprofloxacino y eritromicina, los cuales
son antimicrobianos de primera linea para el tratamiento de campilobacteriosis.
Finalmente, los resultados del estudio podrian también ser usados como datos
epidemioldgicos basales de vigilancia de resistencia para futuros estudios que

planteen intervenciones que controlen la emergencia de resistencia.



2. OBJETIVO GENERAL

v' Estimar la prevalencia de resistencia a ciprofloxacino y eritromicina en
aislamientos de Campylobacter spp de nifios menores de 2 afios atendidos en el
servicio de emergencia pediatrica del Hospital Edgardo Rebagliati Martins

desde enero a diciembre del 2019.

2.1. Objetivo Especifico

v Explorar la asociacién entre edad y las tasas de resistencia a ciprofloxacino y
eritromicina de forma global y desglosada por cada especie de Campylobacter
v Explorar diferencia de tasas de resistencia a ciprofloxacino y eritromicina a
través del tiempo de forma global y desglosada por cada especie de

Campylobacter.



3. MATERIAL Y METODO

3.1 Disefo del estudio

Analitico, transversal de periodo.

3.2 Poblacion

Aislamientos de Campylobacter, provenientes de muestras fecales de nifios
menores de dos afios, con enfermedad diarreica aguda (EDA) atendidos en el
servicio de emergencias pediatrica del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati

Martins, entre enero y diciembre del 2019

3.2.1 Criterios de inclusion:

v Aislamientos de Campylobacter spp viables, provenientes de muestras de
heces de nifios menores de 2 afios que son referidos del servicio de

emergencia pediatrica.

3.2.2 Criterios de exclusion:

v La no viabilidad del aislamiento de Campylobacter spp serd motivo de

exclusion.

3.3 Muestra

La unidad de analisis en este estudio esta definida por un aislamiento de
Campylobacter spp. obtenido de una muestra de un nifio menor de 2 afios que fue

referido por el servicio de Emergencia pediatrica.



Debido a la naturaleza del estudio, a la falta de un marco muestral, todos los

aislamientos obtenidos durante el periodo de estudio planteado, y que cumplan con

los criterios de inclusion y exclusion, seran caracterizados en este estudio. En tal

sentido, no serd necesario calcular un tamano de muestra. Del mismo modo, la no

seleccion de una muestra mediante procedimientos aleatorios asegurara la inclusion

de aquellas posibles sub-poblaciones de bacterias infrecuentes que podrian perderse

€n caso Se usara una técnica de muestreo.

3.4 Definicion operacional de variables

hombre.

TIPOY
DEFINICION SUBTIPO UNIDAD DE
VARIABLE CONCEPTUAL DE DEFINICION MEDIDA'Y FUENTE DE
VARIABLE | OPERACIONAL VALORES DATOS
Y ESCALA
DE
MEDICION
Resistencia Cepas resistentes a Registro de
antimicrobiana en Categorica Ciprofloxacino -Resistente resultado de cepas
Resistencia a aislados de politomica detectado por la -Intermedio resistentes y no
Ciprofloxacino | Campylobacter spp. | nominal técnica de disco -Sensible resistentes
A difusion e obtenidos del
Ciprofloxacino. interpretado por la estudio de aislados
CLSI .M45, de cepas de
Resistencia Cepas resistentes a Campylobacter spp
antimicrobiana en Categorica Eritromicina -Resistente sometidos a perfil
Resistencia a aislados de politémica detectado por la -Intermedio de sensibilidad
Eritromicina Campylobacter spp. | nominal técnica de disco -Sensible antimicrobiana
A Eritromicina. difusion e
interpretado por la
CLSI .m45,
Tiempo transcurrido Afios de vida
a partir del numerica calculados en base a Niflos 0 a 2 afios
Edad nacimiento continua de la diferencia de -Solicitud de
razon tiempo entre el examen para cultivo
nacimiento y la fecha de Campylobacter
de recepcion de la
muestra
Condicién de un Femenino: género -Base de datos del
organismo que gramatical; propio de | Hombre y mujer. | servicio de
Sexo distingue entre Categodrica la mujer. microbiologia.
masculino y dicotdmica Masculino: género
femenino nominal gramatical; propio del




3.5 Procedimientos y Técnicas

De forma rutinaria, el servicio de Emergencia Pediatrica remite muestras de heces
obtenidas por evacuacidén espontanea en frascos de boca ancha estériles al
laboratorio de Microbiologia. Las muestras de heces son recibidas en el laboratorio
y luego procesadas usando métodos microbiolégicos estandar. La busqueda de
Campylobacter spp. se realiza mediante microscopia directa y cultivo. En caso se
aisle una bacteria, se procede con el estudio y caracterizacion de la resistencia

antimicrobiana.

3.5.1 Examen microscopico directo

El examen directo de las heces es una herramienta inicial en el proceso de

investigacion. Este examen incluye;

v' Examen de reaccion inflamatoria: Se realiza la bisqueda de leucocitos,
hematies y bacilos curvos y/o espiralados con gran motilidad en forma
circular o de sacacorchos. La identificacion de los bacilos se asocia a un
diagnostico presuntivo y rapido de Campylobacter.

v Coloracion Gram: Las muestras de materia fecal son examinadas a través
de una tincién simple utilizando carbol fucsina como colorante de contraste

para observar las formas bacilares curvas compatibles a Campylobacter. 4

10



3.5.2 Aislamiento y cultivo

La metodologia usada para el aislamiento es el método de filtracidn, el cual esta
fundamentado en la separacion de Campylobacter del resto de la flora microbiana
presente en las heces. Los coliformes quedan retenidos en la superficie de una
membrana de celulosa de 0,45 0 0,66 um, y los bacilos de menor tamarfio penetran
la membrana y se depositan sobre la placa de agar sangre, la cual actia como

sustrato para el crecimiento del microorganismo.

El método esté validado y se desarrolla de la siguiente manera; usando una pinza,
se coloca un filtro estéril de celulosa de 0.45 um, hasta que se adhiera al medio.
Luego, se prepara una suspension de materia fecal en solucion fisioldgica, y usando
una pipeta Pasteur se deposita aproximadamente 100uL del preparado sobre la
membrana, procurando evitar derrames fuera del filtro. Luego de 30 minutos, se
agrega mas muestra y se deja secar por 30 minutos adicionales. Al completar la
hora, el filtro es retirado y desechado. El area expuesta al filtro es estriada con un
asa microbiolégica. Las placas son incubadas en jarras con vela, con una atmosfera
aproximada de 17 — 19% de oxigeno y de 2 — 4% de diéxido de carbono. Para
favorecer las condiciones de crecimiento, se adiciona un generador casero de
diéxido de carbono, el cual contiene una pastilla de Alka Seltzer disuelto en 10 ml
de agua. Las placas son incubadas por 48 horas a 42°C. Finalizado el tiempo de
incubacion, se procede a buscar colonias sugerentes de Campylobacter. Las
colonias de Campylobacter se caracterizan por ser planas, no hemoliticas, de

aspecto acuoso, grisaceas, con bordes irregulares y con tendencia a diseminarse.

11



Para confirmar su positividad, se procede a realizar una tincién de Gram simple,

esperando observar bacilos curvos y/o espiralados, con forma de alas de gaviota.

Posterior a la observacion microscopica se realiza una prueba de catalasa y oxidasa,

esperando que ambas pruebas sean positivas.'*

3.5.3 Antibiograma

Este estudio propone caracterizar los aislamientos de Campylobacter almacenados
durante todo el 2019 en el laboratorio de microbiologia. Los aislamientos seran

reactivados y preparados para realizar el antibiograma.

Se realizara el perfil de sensibilidad segln la normativa de la CLSI.*® a partir de
colonias puras, frescas y aisladas. Se seleccionara 3-4 colonias de Campylobacter
spp y se procedera a preparar una suspension en 3 ml de solucion salina. La
suspension sera ajustada a la escala 0.5 de Mc. Farland. Luego, se procedera a
sembrar la suspension en placas de Agar Mueller Hinton suplementadas con 5% de
sangre de oveja. Posterior a la siembra se procedera a colocar discos de eritromicina
y ciprofloxacino sobre la superficie del agar. Las placas seran incubadas a 42°C por
24 horas en atmosfera microaerdbica; 10% CO2, 5% 02 y 85% N2.»° La
interpretacion de resultados se realizara siguiendo los criterios establecidos por la

CLSI (Anexo 1). ¢
3.6. Plan de anélisis
Las variables categoricas seran resumidas usando frecuencias absolutas y relativas.

Las variables numéricas seran resumidas usando una medida de tendencia central y

12



de dispersion que mejor se ajuste a la distribucion de sus datos. El andlisis bivariado
entre las variables categdricas sera realizado usando la prueba del chi cuadrado. El
analisis bivariado entre las variables categoricas y numéricas sera realizado usando
una prueba paramétrica. En caso los supuestos estadisticos no sean cumplidos, se
utilizara una prueba no paramétrica. De encontrar asociaciones, se procedera a
construis modelos de regresion para la estimacion de razones de prevalencia
mediante modelos lineales generalizados. El andlisis sera ejecutado en Stata v15,

considerando significancia estadistica a valores de p<0.05.
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5. CRONOGRAMA'Y PRESUPUESTO

Cronograma de trabajo propuesto

Meses
Actividades 1 314|5|6|7 10|11|12
Registro y aprobacion del proyecto por parte de N
UPCH
Registro y aprobacion del proyecto por parte de < I x
la institucion
Recepcidn de muestras, proceso y cultivo de
X | XX
muestras
Analisis de datos
Elaboracion del informe y presentacion XXX
Presupuesto
Costo por mes Costo total

Rubros (s/) (s/)
_Gastos de_ ,obtfenmon de 50 600
informacion, internet.
Material sin costo para el estudio
Incubadoras 0 0
Cabina de flujo laminar 0 0
Autoclave y otros 0 0
Material con costo para el estudio
Medios de cultivo base. 20 240
Asa de 10 ul 50 600
Placa Petri y otros. 800 9600
Total 920 11040

TOTAL: S/ 11,040.00
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Table 5. Campylobacter jejuni/coli

Medium:

Inoculum:
Incubation:

Testing Conditions

Broth microdilution: CAMHB-LHB (2.5% to 5% v/v)

Disk diffusion: BMHA

Direct colony suspension, equivalent to a 0.5 McFarland standard
Broth microdilution method: 36 to 37°C for 48 hours; 42°C for 24 hours
(Incubation at less than 36°C or greater than 42°C may not yield
satisfactory growth.)

Disk diffusion: 42°C for 24 hours

Microaerobic atmosphere equivalent to 10% CO2, 5% Oz, and 85%
Nz. Use of a compressed gas incubator is preferable; however,
acceptable performance may be achieved using microaerobic gas-
generating sachets. Sealed plastic bags or pouches do not result in
reproducible data and are not recommended.

NOTE: Agar dilution testing is described in CLSI documents VET013?
and VET01S.34

Routine QC Recommendations

Microdilution:

C. jejuni ATCC®" 33560, 36 to
37°C for 48 hours or 42°C for 24
hours

Disk Diffusion:

S. aureus ATCC® 25923, MHA, 35
to 37°C for 16 to 18 hours in
ambient air

See QC Tables 23C and 24A.

Agents to Consider
for Primary Testing

Ciprofloxacin
Erythromycin
Tetracycline

" ATCC® is a registered trademark of the American Type Culture Collection.

General Comment

(1) Growth characteristics on routine media: fastidious; grows on media such as BMHA; requires a microaerobic atmosphere (10% COz, 5% O2, and 85% N); 36
to 37°C for 48 hours or 42°C for 24 hours.

Zone Diameter (mm) MIC (pg/mL)
Antimicrobial Antimicrobial Interpretive Criteria Interpretive Criteria
Class Agent Disk Content | s A A T R Comments
MACROLIDE
Erythromycin 15 ug >16 13-15 <12 <8 16 >32 (2) Susceptibility and resistance to azithromycin can be
predicted by testing erythromycin.
FLUOROQUINOLONE
| Ciprofloxacin | 5 ug T i R i S R |
TETRACYCLINES
Tetracycline 30 ug 226 23-25 <22 <4 8 >16
Doxycycline - - - - <2 4 >8 Organisms that are susceptible to tetracycline are also
considered susceptible to doxycycline.
Abbreviations: ATCC®, American Type Culture Collection; BMHA, Mueller-Hinton agar with 5% sheep blood; CAMHB-LHB, cation-adjusted Mueller-Hinton broth

supplemented with lysed horse blood; |, intermediate; MHA, Mueller-Hinton Agar; MIC, minimal inhibitory concentration; QC, quality control; R, resistant; S,

susceptible.
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