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RESUMEN

Con el objeto de coneccer la susceptibilidad antimicrobiana
de Campylobacter jejuni. Se investigaron los aislamientos
clinicos, provenientes de una comunidad periurbana de la Ciudad
de México, para lo cual se empled la técnica de dilucién en agar.
Se incluyeron 61 muestras (normales y diarreicas) aisladas entre
1989 y 1990, asi como 29 cepas diarreicas aisladas vy
almacenacenadas en 1985 (4 cepas), 1986 (15 cepas), v 19%1 (10
cepas); con o) propscito de comparar la susceptibilidad actual a
los tres antibiédticos mids utilizados para su tratamiento, con la
susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos previos.

De las 61 cepas de C. jejuni probadas. 29 orovenian da wilius
caon enfarmedad diatieica y 32 de nifos asintomdticos, las cuales
resultaron altamente sensibles a cloranfenicol, ciprofloxacina,
norfloxacina, gentamicina, amikacina, sulfametoxazol;
moderadamente resistentes a cefotaxana (4.918%), TMP/SMX (13.11%),
doxiciclina {14.75%), metronidazol (14.73%), ampicilina (16.39%)
y eritromicina (22.9%%) y una resistencia elevada a tetraciclina
{60.65%), trimetopr.m (100.0%) y cefalotina {100.0%).

Lic se oncontr:s diferencia significativa al comparar la
resistencia entre muestras provenientes de nifios con diarrea y
sin diarrca. La mayoria de las cepas fueron resistentes de 2 a 5
antibiéticos; zin embarqgo, ne so obiervds un patron de resistencia
comun.

La resistencia a eritromicina, tetraciclina y ampicilina,
antibiéticos de eleccidn para el tratamiento de infecciones
graves por CcCampylobacter mostrdé una resistencia creciente al
comparar los aislamientos diarreicos de 1985 con los actuales.
En 198% solo se encontré resistencia a tetraciclinas, en 1986 se
agregd resistencia a eritromicina, en 1989 aparece resistencia a
ampicilina no detectdndose resistencia a eritromicina vy en 1990~
1991, (n=18), se encontrd reslsiencia a ampicilina (11.11%),

tetraciclina (55.55%) y eritromicina (33.33%).

El aumento de resistencia en los (ltimos afios indica la
necesidad de conocer en forma periodica la susceptibilidad de cC.
jejuni a los antibiéticos mis comunes y de acuerdo a ésta
recomendar gufas de tratamiento.



ABSTRACT

Campylobacter jejuni is a common cause of diarrhea, specially
in children of developing countries. Although most cases are mild
self-limiting, prolonged illnes with severe symptoms and relapses
may occur, Erythromycin is considered the drug of choice in

Campylobacter enteritis; the broad-spectrum fluoroguinolones have
also been used, although emergence of resistance during therapy has

been reported.

We studied the in vitro susceptibilities of 61 Campylobacter
strains isolated in 1985 to 1991 from a cohort of children from a
suburb of Mexico City, by the agar dilution method. Antibiotics
tested were eryvthromycin, ampicillin, cephalethin, cefotaxime,
amikacin, gentamicin, metronidazole, chloramphenicol, tetracycline,
doxycycline, ciprofloxacin, norfloxacin, trimethoprim,
sulfamethoxazole, and cotrimoxazole {TMP/SMX).

C. jejuni strains remained susceptible to aminoglycosides,
most B-lactams, and quinolones (ciprofloxacin MIC,, 0.25 pg/ml,
norfloxacin 0.20 ug/ml) over the S-year period. The proportion of
resistant strains were: erythromicin 23%, tetracycline 65%, and
ampicillin 15%. When resistance was compared throughout the 5
years, we found an increment in resistant strains, specially to
erythromicin (0% in 1985 to 50% 1991), and ampicillin (0% in 1985
to 50% in 1991).

This data questions the use of erithromicin, ampicillin and
tetracycline as the first drugs of choice in the treatment of
campylobacter enteritis. Although a high susceptibility to
quinclones was found among isolates, the acquisition of resistance
during therapy may limit its use; other antibiotics should be
tested.
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INTRODUCCION
CARACTERISTICAS DE CAMPYLOBACTER SP.

El género Campylobacter, fue propuesto en 1963 para un grupo
de microorganismos gram negativos gue habian sido clasificades
inicialmente como Vibrio fetus (62). Una década después, Veron y
Chetelain (72) describieron un sistema de clasificacién para
Campylobacter, rcconociendo a cuatro aspecies. En 1977 Skirrow,
confirmé que una de las especies: Campylobacter jejuni, era el
agente etioldgico en la mayoria de enteritis humanas (54). Desde
entances ae han agregade varias especies que comparten con el la
forma de espiral, se diferencian y caracterizan con pocas pruebas
fenotipicas, debido a que son no sacaroliticos. Estas pocas
caracteristicas fenotipicas son insuficientes y poco confiables
ya que el andlisis gendtico y filogenético no respalda totalmente
dicha clasificacién.

El género Campylobacter ha sido propuesto para el grupo de
bacterias gramnegatlivas, cuya forma o5 curva, de egpiral o de S,
con un tamafo de 0.2 um a 0.5 wm de ancho y 0.5 a 5.0 um de
largo, pueden formar cadenas de diferentes longitudes, son
méviles, no esporuladas (25), con un contenido de guanina de 28
a 38 mol. % de DNA. Algunas especies adoptan formas cocoides en
cultivos incubados por m&s de 72 horas. Estas células presentan
vn s6lo flagelo polar desenvainado en uno o ambos extremos y la
movilidad es extremadamente r&pida, con un estilo de sacacorchos
o dardo. Son generalmente microaerofflicos; sin embargo, algunos
pueden desarrollarse en condiciones aerédbicas en un subcultivo
después de su primoaislamiento, aunque algunas especies pueden
crecer anaerébicamente en medios suplementados con fumarato o con
formato, ya gue pueden utilizar aminoicidos o intermediarios del
ciclo del &cido tricarboxilico como fuentes ade carbono, debido a
que carercen de la capacidad de fermentar u oxidar glucosa.



La temperatura Sptima de crecimiento es 37 °C, todas las especies
son oxidasa positivas, y se emplea para su diferenciacién las
pruebas de catalasa, produccién de H,5, reduccién de nitratos,
hidrélisis de hipurato, susceptibilidad de &cido nalidixico y
cefalotina (28,33,36,52,76)

El género Campylobacter se ha clasificado en dos grupos: El
primero,en el que incluyen las verdaderas campylobacterias, v a
su vez se subclasifica en dos grupos:

rupz la, Incluve esnecies enteropatdgenas termofflicas
como: C. jejuni, C. laridis, C. coli y C. upsaliensis. Estas
cuatro especies tienen la habilidad de desarrollarse a 42 °C y
causar enteritis en los humanos.

Subgrupo 1b. Incluye las especies tipo del género C. fetus
Yy cuatro especies mdis: C. hyointestinales, C. sputorum, C.
mucosalis y €. cosicus. Este subgrupo comprende bacterias
comensales o patégenas.

El scgundo grupo lo constituyen: C. nitrofigilis y C.
cryaerophila (psicrofilas), campilevacterias no verdaderas como
C. pylori y C. mustelae (actualmente Helycobacter), ademas de C.
cinedi y C. fennelliae, especies en las gque ain existen
dificultades para su clasificacidn.

IMPORTANCIA CLINICA.

En el género Campylobacter 3e reconocen 13 especies
diferentes (54), siendo solo algunas las especies involucradas en
enfermedades humanas, el grupo de campylobacter nitrato negativo
son los que ma&s se asocian con enfermedades diarreicas. El
prototipo de Campylobacter entecropatdgeno es la especie jejuni,
que desarrolla en condiciones microaerofflicas y a 42 °C.



campylobacter jejuai es uno de los patégenos entérices que
con frecuencia se asocia a enfermedades diarréicas en humanos su
distribucién es universal. El cuadro clinico que producen se
caracteriza por: dolor abdominal, fiebre, nduscas y en algunas
ocasiones vémito (33,56,59,77). Este microorganismo puede ser
aislado de muestras fecales con o 8in presencia de sangre,su
frecuencia ocupa uno de los primeros lugares comparada con los
casos de enfermedades diarreicas prévocadas por Salmonella,
Shigella, E. coli nterspatdgena y entervtoxigénica, Vibrio
12 en edad pediatrica (30,31,33,34,49,51).

cholerae y rotav

La infeccidn ocasionalmeantse e agocia con homorragla
intestinal y al estudio anatomo-patolégico la inflamacién del
apéndice es poca o ninguna, sin embargo afecta a la totalidad del
intestino desde el yeyuno hasta el ano. A la rectoscopia, la
mucosa del colon aparece friable o con erosiones superficiales.
Por microscopia electrénica pueden verse microorganismos en forma
de coma en la mucosa y en la lamina propia. Al microscopio
6ptico, puede haber abscesos on las criptas del colon y llceras
scemejantes a las de la colitis ulcerosa crénica. Las biopsias de
intestino delgado muestran hiperemia, edema e infiltrados
inflamatorios de neutréfilos, linfocitos y células plasmiticas en
la lamina propia, con cierta disminucién de la relacién cripta-
vellosidad. Er la mayoria de los neonatos se presenta fiebre y
muestras fecales con sangre. La presencia de fiebre elevada y
persistente ocurre generalmente al principio de la enfermedad
(64).

En paises en desarrollo como el nuestro, el aislamiento de
C. jejuni se asocia menos a presencia de diarrea en nifios menores
de cinco aijios (3,79), asumiendose que la infeccién a edades
tempranas produce un estimulo antigénico a nivel intestinal que
previene diarrea, aunque no de colonizaciones a edades
posteriores. De esta diferencia de manifestaciones clinicas en
nifios, entre paises en desarrollo e industrializados, se ha
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originado el planteamiento de varias hipStesis como: Variaciones
del microambiente intestinal (acidez gdstrica, moco intastinal,
peristaltismo, competencia bacteriana, inmunidad intestinal),
factores especificos en leche materna humana, factores de
ambiente, estado nutricional, hé&bitos higienicos, estatus
socideconomico, etc. (31,51).

El disefio del estudio realizado en México por un grupo de
t
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igadores (17), ofrece la oportunidad de estudiar la
o] ne de infcococidan ¥ eunletmedad por . Jejun: (18 a 28% en
nifios menores de dos afios) en nifios de un pafs en desarrollo,
adem4&s de dar a cunocer las diferentes manifestaciones clinicas
en niRos menores de dos anos y adultos jovenes de paises
desarrocllados Y subdesarrollados. Un eiemplo de estas
manifestaciones clinicas es el niamero de episodios diarreicos
(40,000 episodios / 100,000 habitantes) en paises como el
nuestro, donde la enfermedad os mas frecuentemente limitada a
rninos menores de cinco anos y Se presenta como diarrea acuosa
leve, a diferencia de los paises industrializados en donde la
enfermedad se presenta con mayor frecuencia en adultos jovenes y
nifios menores de dos anocs, con menos episcdios diarreicos (50
episodios / 100,000 habitantes) y generalmente mucosanguinolenta
(16). Con este y otros estudios realizados por el mismo grupo de

S L
modag ¥

investigadores dan a conocer una asnciacidn entre onf
factores de virulencia como: Adherencia a células HEP-2,
invas:ividad, produccidn de enterotoxina tipo célera
(16,19,45,63).

Reportes esporddicos han informado de complicaciones por

mismo se han reportado casos de artritis que ocurren varias
semanas después de 1la infeccién entérica en personas que
presentan antfgenos de histocompatibilidad HLA-B27, hepatitis,
nefritis intersticial, sindrome entérico-hemolitico asi como el
sfndrome de Guillain-Barré, (7,9,23,34,35,50).
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EPIDERIOLOGIA.

La Campylobacteriosis es una zoonosis de distrubucién
mundial, comprobandose por el aislamiento de los mismos serotipos
o biotipos en humanos (1,20,47), Campylobacter jejuni se
encuentra como comenzal del tracto gastrointestinal de animales
salvajes o domésticos como: cabras, becerros, perros, gatos,
monos, ganado vacuno y toda variedad de aves. La infeccidén
primaria en estos animales ocurre a menudo al inicfo de la vida
y puede ser causante de morbilidad o mortalidad, pero la mayoria
permanece como portador permanente, desarrollando una inmunidad
especifica, Este vasto reservorio en animales es probablemente el
dltimo habitad para la mayoria de infecciones entericas humanas
provocadas por Campylobacter jeuni {8,38}. La carne proveniente
de animales con campylobacteriosis entérica se contamina con el
contenido intestinal durante los procesos de matanza, y es una de
las principales vfas de infeccidn para el humano (8), el agua de
rios, lagos, arroyos, etc. y el suelo contaminado con materia
fecal de animales contaminados constituyen las vias mas
frecuentes. La leche no pasteurizada ya sea de cabra o de ganado
vacuno, queso, carne mal cocida principalmente de aves de corral
{pollo), son también otras vias de infeccidn para e1 humano.

La transmisidn por contacto directo cen animales infectados
ocurre principalmente con excreciones de animales caseros como

perros jovenes, gatos, roedores y p&jaros con o sin diarrea.

Las personas que debido a su ocupacién estan expuestas a

¥ otiros animales, por ejemplo
Veterinaries, personal de Laboratorio, etc. presentan un riesgo
incrementado a adguirir la infeccién.



Aunque los mecanismos de transmisién aidn no son conocidos en
detalle, la infeccién puede ser transmitida de persona a persona
¥ de animales a humanos, ocurriendo generalmente en infantes,
confirmado mediante serotipificacién (1,12,20,44,47,58)

Las infecciones de Campylobacter jejuni ocurren en el primer
afio de vida en paises en desarrollo, a diferencia de los estudios
realizades en poblacicnes desarrolladas donde se presenta 1la
mayor incidencia en nifios de un afio y en personas de 15 a 29 afos
de edad, en ambas poblaciones se observa una mayor incidencia de
inferaidn en varano (33.

Un contraste marcado son los resultados de estudios en
pafses en desarrollo como el nuestro, donde el aislamiento de
Campylobacter jejuni de personas sanas es mucho més comin y es
especialmente pronunciade en los primeros 5 afios de vida
(8,34,35,51). En estos paises endemicos, la infeccidén ocurre al
injcio de la vida siendec con frecuencia sintomaticos y
posteriormente la  muyuria de as infccecienes de  forna
asintomatica. La diferencia de relacién infeccidn / enfermedad en
pafses desarrollados y en desarrollo aparece principalmente con
la edad o més bien a la exposicién relacionada a la inmunidad
{79). Esto ha llevado al planteamiento de diversas hipStesis,
siendo evidente que Be raquieren estudios a largo plazo para
determinar los factores que condicionan la expresidn clinica de
un microorganismo enteropatégeno como cCampylobacter jejuni y
explicar asf el hallazgo de estos organismos en nifios sin
manifestaciones de enfermedad diarreica.



SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA.

C. jejuni es la especie que con mas frecuencia sc¢ ha
relacionado con resistencia, sugiriendo ser de origen intrinseco
o adquirido, es decir, el resultado de una mutacién cromosémica
© a la adquisicién de un ADN externo (plésmido o transposén).
Todas las cepas de C. jejuni y de C. coli son consistentemente
raesistentes en forma natural e bacitracina, novobiocina,
rifampicina, estreptomicina, trimetoprim, vancomicina Yy
cefalotina, por lo que la combinacién de estos antibiéticos se
utiliza para favorecer el primecaislamiento. Existe poca
informacién acerca de los mecanismos involucrados en dicha
resistencia y se ha propuesto que involucran la inhabilidad de
penetracién de la(s) droga(s) a través de la membrana de
Campylobacter spp.

La prevalencia de patégenos entéricos en nifos escolares que
viven en zonas rurales es elevada. Sienda Campy’obacter jeiuni y
Campylobacter coli, los que en la actualidad se presentan con
mayor frecuencia (17,52). En la mayoria de estos pacientes no es
recaomendable tratarlos ya que no sc¢ ha observado Jdiferencia en la
duracién de la enfermedad (4,27,53). Esta enfermedad tiene un
curso autolimitado y por lo tanto cuando se obtienen los
resultados de un estudio bacteriolégico, el paciente ya no
presenta 108 Slntcmas caracterasticos del cuadro clanico,
eludiendo de esta manera el tratamiento. Se cree que el
tratamiento que recibe el paciente, unicamente acorta el tiempo
de excrecidén (57), modificando la persistencia de estado de
portador (6,79). Los pacientes recomendables para recibir
tratamiento son aquellos con campylobacteriosis entérica severa
y en campyliobacteriosis extraintestinal, estos pacientes se les
trata con agentes como tetraciclina y eritromicina, como primera
opcién Yy como segunda cloranfenicol, ciprofloxacina vy
gentamicina. Sin embargo cada vez es mis comin que se informe de

8



la existencia de microorganismos resistentes a tetraciclina y a
eritromicina (65), ya que un estudio realizade en Canada (39),
con cepas aisladas en el hospital for Sick Children en 1978 y
1979 determinardén que el 20% de las cepas probadas, presentarén
resistencfa a 4 pug/ml de tetraciclina y el 12% a una
concentracién inhibitorfa minima (CIM) de 64 a 256 pg/ml, En
contraste con Rfélgica (70), se demostré que solo el 5% de cepas
de €. jejuni en aislamientos clinicos presentaban resitencia a
tetraciclina; en Suecia en 1979 (75), se encontré que C. jejuni
cra sensible. Por lo gue se puede concluir que la resigtencia
parece tener variaciones geograficas, limitando en consecuencia
el uso de este antibiético en Norteamerica y no asi en Europa.

Los estudios de susceptibilidad coinciden en que C. jejuni
es susceptible a eritromicina, sin embargo se han encontrado
cepas resistentes, aunque los porcentajes de resistencia no son
uniformes en los diferentes estudios publicados: Esto varia de 0%
reportado en 1581 (2) y en 1982 (l14) a 0.5% en Edinburgh (13),
pasando a 4.2% reportado en 1982 (71) en Bruselas, a 8% en Denver
Colorado en 1984 (76) a aproximadamente el 10% en Suecia en 1978
(74) llegando hasta el 12.5% en Israel para 1983 (49). Estas
diferencias pueden estar relacionadas al método empleado o a los
limites usados para clasificar una cepa como resistente (4 a 8
pg/ml), as{ como la presencia del cromosoma adjudicade a
resistencia.

En 1981 en cCanada (39), se encontrd resistencia a
novobiocina, bacitracina, vancomicina, trimetropim, rifampicina
y eritromicina, el 1% de estos aislamientos fueron resistentes a
eritromicina y clindamicina, esto fue comprobado por Diane E.
Taylor, et al (67), estableciendo ademds que estd resistencia era
debida a la presencia de ADN plasmidico, con un peso molécular de
44.7 Kilobases (plismido MaK175). As{ mismo, en Georgia en 1985,
{12), no se encontré dicha resistencia en 31 cepas probadas pero
se reconocieron cepas resistentes a metronidazol, descritas por

9



primera vez en 1982 (32,37), dichos microorganismos ademds de
contener plédsmidos de 38 megadaltones, con secuencias comines de
bases, pertenecfan a serotipos especificos de campylobacter
{12,32,44). La susceptibilidad a los amincglicésidos,
cloranfenicol, ampicilina, doxiciclina, ha sido muy variable
(+3,73). La resistencia de C. jejuni a ampicilina no se ha
encontrado relacionada a la presencia de alglin plasmido y se cree
que puede ser de origen cromosdmico (12,66,68).

El A4cido nalidixico, que se empleaba para diferenciar C.
jejuni de C. coli, ha dejado de ser Gtil para este efecto, debido
al creciente reporte de resistencia de C. jejuni a este
antibiético.

Los fendmenos de transferencia genética y la apariciédn de
mutantes en las bacterias han dado lugar a la aparicién de cepas
resistentes a uno o0 varios antimicrobianos, debido al uso
generalizado de éstos, tanto en la comunidad como en el hospital,
esto obliga a conocer el patrén de susceptibilidad de las cepas
aisladas en los casos clinicos frente a los antimicrobianos
disponibles, teniendo en consideracién que tal patrén varia
ampliamente dentro de la misma especie y afin del sitio y origen
donde se aisla el microorganismo (66).

Debido a lo descrito anteriormente es necesaric conocer los
patrones de susceptibilidad prevalente en aislamientos
provenientes de infecciones en nuestro pafsa, con el fin de
establecer recomendaciones respecto al tratamiento mds apropiado.
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JUSTIFICACION

Las infecciones por €. jejuni requieren con frecuencia el
uso de antimicrobianos, especialmente aquellos pacientes con
fiebre, diarrea sanguinolenta, con 4 o mds evacuaciones al dia,
o quienes han tenido sintomas por mis de una semana (61).

Esta poblacién puede beneficiarse entonces del uso de
antimicrobianos, por lo que es necesario conocer los patrones de
susceptibilidad locales para preescribir el tratamiento adecuado
wspeciaimente cuando ia sensibilidad a eritromicina parece estar
disminuyendo (2,14,26,49,64).

La presencia de enfermedad parece estar relacionada con la
expresién de ciertos factores como son la capacidad de adherirse,
la de producir toxinas y otras que estan codificadas
extracromosémicamente por lo gue la expresidén de resistencia
pudiera estar relacionada también a este tipo de factores y por
tanto las cepas virulentas (capaces de producir diarrea) ser mis
resistentes.

HIPOTESIS

El uso creciente de antibi6ticos favorece la seleccidn de
campylobacter jejuni resistente (2-5,12). La resistencia puede
depender de algin factor relacionado con virulencia por lo que
probablemente los microorganismos resistentes sean con mas
frecuencia causantes de infecciones sintom&ticas en comparacién
con los microorganismos susceptiblea que seclamente colonizan,

11



OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de resistencia.de las cepas de C.
jejuni, aisladas de muestras ‘ecales de nifos provenientes de una
poblacién periurbana de la Ciudad de México, a los agentes
antimicrobianos de mayor usc en su tratamiento, asi como
establecer posibles diferencias en la susceptibilidad dependiendo
de la capacidad de producir o no diarrea.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Comparar las CIM entre los aislamientos proveniences de
infecciones sintématicas con las asint&maticas.

2) Comparar las CIM entre los aislamientos provenientes de
muesteas cintémat
1

Yy 1991. Para 0s antibidticos de mayer uso en el
tratamiento de dichas infecciones.

cas dé lus anios de 185, 1ywe, 1989, 1990
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KETODOLOGIA

POBLACION.

Se estudié un grupo de cepas procedentes de heces de nihos
con edad ¢~ cero a dos ahos de una comunidad periurbana situada
al surceste de la Ciudaa de Mexico. Como parte de otro estudio
(17), un trabajacor de campo visitard dos veces por semana al ama
de casa para entrevistarla y recolectar una muestra de heces

focalee enere

a
"
i
1t
o
0
[#]

1oes 2 Diclambie de 1551, wu Casu de ser
una muestra diarreica por cumplir los requisitos como: MNinos con
menos de dos afios de edad con cuatro v mis evacuaciones liquidas
por dia o con una o mds evacuaciones diarreicas con sangre.
Tomando come término del episodio el gquinto dia con menos de tres

evacuaciones por dia y la ausencia de sangre.

Todas las muestras se mantenian en medio de transporte de

Cary-Blair a 4°C hasta ant de la inoculacidn, a los medios como

Campy-Bap, McConkey, X.L.D. y gelosa sangre con ampicilina para
las muestras diarreic¢as, con el fin de identificar a tréves de
procedimientos estandarizados, microorganismos capaces de
provocar diarrea tales como: FEscherichia coli, Salmonella,
Shigella, Aeromonas y Rotavirus (Identificacién de Antigenoc en el

sobrenadante de las muestras).

Los aislamientos se dividieron en dos grupos: Grupe I.-
Muestras provenientes de nifios con diarrea (muestras diarreicas).
Grupo II.- Muestras provenientes de nifios asintomiticos (muestras
no Qiarreicas definidas como aquellas gue no presentaban una
consistencia liquida, sangre y el nimero de evacuaciones no
excedieran de tres diariamente). En el grupo de episodios
diarreicos se tomaron ademds muestras prediarreicas (muestras
recolectadas por lo menos cuatroc semanas antes de la muestra
diarreica) y/o postdiarreica (muestra recolectada por lo menos
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cuatro semanas despues de la dltima muestra diarreica). Para
conocer si los microorganismos resistentes en comparacién con los
susceptibles se asociaban con mas frecuencia a diarrea. En los
nifios con episodios no diarreicos se seleccionaron por lo menos
dos muestras con una diferencia minima de 28 dias para buscar
diferencias de susceptibilidad en aislamientos consecutivos {56)
(figura 1).

Al
f\ | mFECCION POR C jejuii | ’}
{ Sl.‘.‘TG.‘.‘.AEEE { ASINTOMATICOS}

N AN N 2
! Cepas seleccionadas pra, | i 3 cepas selecclonadas
l | muestras con 26 gins ce !

dutante y pasid:arrad
[T L ddterencls 1
SuscepnbtlxdadN A A Y
g ! ( antimicrobianos )
(Citas) I
— .

Fig. 1. Seleccion de cepas de C. ,euni. de
acucrdo a sintomas

Los criterios establecidos para la identificacidn de

campylobacter fueron: morfologia colonial, morfologia
microscépica, prueba de oxidasa, catalasa, e hidrdlisis de
hipurato positivas, desarrollo a 42°C en atmés fera

microacrofflica por 48 horas (43,58), (apéndices l-3) (4i}.

Las cepas aisladas de campylobacter se mantuvieron en medio
de BHI-glicerol al 15% a -70°C {(apendice 4) hasta antes de ser
cultivadas para probar sensibilidad antimicrobiana, para lo cual
se inocularon en los medios de gelosa sangre y Campy-Bap.
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Se tomaron de dos a tres colonias que cumplian los criterios
ya establecidos, y se preparé una suspensidén bacteriana en
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) (apendice 5) (22),
correspondiente a la turbidez del tubo nimero dos del nefelometro
de MacFarland, que contiene 600x10¢ bacterias/ml.

PREPARACION DE PLACAS DE AGAR
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICO.

Se prepararon placas de agar Mueller-Hinton (BIOXON S.A. de
C.V.) suplementado con polienriquecimiento (ERLIC,S.A.) mds el
antibiético en diferentes concentraciones. La cantidad a utilizar
de cada uno de los antibidéticos para preparar las diferentes
diluciones dependié de la potencia de la sal y de 1la
concentracién deseada de cada uno de los antibiéticos. Para ello

se empled la siguiente férmula:
Peso en gramos= (Concentracidn x Volumen/ Potencia) /2000.
EJEMPLC: AMIKACINA

Volumen total = 25 ml.

= 8.< pg/ml.
Potencia = 630 pg/mg.

Pego=( 6.2 x 25 /630 ) / 1000

Peso= 0.00024 g.

En la tabla 1 se muestran los antiobidticos empleados y los
intervalos de concentracién de antibiéticos utilizados (apendice
6) (6):
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TABLA 1

ANTIMICRQBIANQOS

UTILIZADOS EN LA VALORACION DE

SUSCEPTIBILIDAD A C. jejuni.

ANTIBIOTICO

INTCRVALOS DE DILUCION EN pg/wl.

CLORANPENICOL
TETRACICLINA
DOXICICLINA

HMETRORIDAZOL

125/1.56 ==
s

s -
125

a5
0625
123

vocaceocc cooooso
.

INOCULACION BACTERIANA.

La placa de agar
se inoculé con 10
correspondiendo a un

De ctal manera yue se

con la concentracién de antibiético deseada
pl utilizande el replicador de Steers,
indculo final de 600,000 U.F.C. (41).

depositaron 36 cepas difcceniues por placa.

El procedimiento se repite para todas las placas con antibiético,
una vez inoculadas se incubaron a 42 °C., por 48 horas en
condiciones de microaerofilia (21,26,55,76,77). Siguiendo 1las
normas de la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory

Standars).
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CONTROL DE CALIDAD

Las cepas control utilizadas (tabla 2) para medir la
reproducibilidad de esta técnica fueron: Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudononas
aeuruginosa (ATCC 27853), que se emplearon siempre bhajo las
mismas condiciones que las cepas problemas (49).

TARLA 2
INTERVALO DE CIM (ig/ml) PARA LAS CEPAS TIPO DE LA ATCC*

ANTIBIOTICO

hylococcus Escherichia raeudomonas

Proes. -ty assuvinosa
{ATCC 29213} (ATCC 23922) (ATCC 37833)

AMIRACIHA 0.5 Q 2.0 - B.0

ERITROMICTHA

CLORANFENICOL 2.0 .a

TETRACICLINA 1.0 o

DOXICICLINA 0.3 2

HORFLOXACINA 0.0 ~=m 12

CIPROFLOXACIHA €.008 - 015

GENTAMICINA 0.25 wum 0

TRIKETOPIN/

ULZAMETOXAZOL %0.% 9.5

TRIMETOP IN 0.5 Q

SULFAMETOXAZOL 8.0 o

AMPICILINA 2.0 [

CEFALOTINA 6.0 0

CLTOTAXINA 0.06 28

* AMERICAN TIPR CULTURE COLLECTION.
CIK = CONCENTRACION INFNIBITORIA NINIRA.
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INTERPRETRCION DE RESULTADOS.

La concentracién inhibitoria minima (CIM) se definié como la mas
baja concentracién del agente antimicrobiano en pug/ml del cual
resulté una inhibicién de desarrollo bacteriano observable a
simple vista (18,48,71).

TABLA 3

INTERPRETACION DE CIM, (jig/ml) PARA LAS CEPAS DE C.jejuni

ANTIBIOTICO RESISTENTE

AHIKACIHA 2 54.0
EAITRONICINA = 8.0
CLOMANTENICOL a 32.0
TETMACICLINA a 16.0
DOXICICLIRA * 32,0
RORPLOXACINA a 16,0
CIPROTLOXACINA a 4.0
GENTAMICINA » 16,0
7/ 8 x 4.0/20.0

TRIKETOPIN * 16,0

AKETOXAZOL a 512.0
AMPICILINA a 3.0
CZPALOTINA x 32,0
CEFOIAXIHA a 1.0
METRONIDAZOL = 16.0

CIN = CONCENTRACION IXEIBITORIA MININA
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RESULTADOS

TIPO Y NUMERO DE MUESTRA
Se seleccionaron un total de 35 nifios. De los cuales 14
presentaron infeccion sintomégica (diarreica) y 21 infeccidén
asintomdtica por Campylobacter jejuni. Del grupo de 14 nifios
sintom&ticos se recuperaron 29 cepas de C. jejuni los cuales
correspondivron ai fass pre-diarrcica ¢ ceopas/nifc lintervale
promedio de 40 dias); de la fase post-diarreica (intervalo
promedio de 30 dias) solo fueron 6 cepas/nifio; 14 cepas/nifo se

recuperaron de la fase diarreica (figura 2).

Del grupe de 21 nifios con infeccidén asintomdtica; solo se
recuperaron 32 cepas de los cuales 8 cepas/nifio pertenecieron a
la fase pre-no diarreica de referencia (intervalo promedio de 34
dias); 21 cepas/nifio correspondieron a la fase no diarreica de
referencia; en la fase post-no diarreica se recuperaron 3
cepas/nifio {intervalo promedio de 30 dias) (figura 2).
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INFECCION POR C. fefuni
{N=61 MUESTRAAS)

—~ O\

14 NIROS coON 21 Nifios

DIARREA ASINTOMATICOS
(29 MUESTRAS) (32 MUESTRAS)

. . \ .
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SN had
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En la tabla 4, se muestran las CIM; y ,, de las 61 cepas de

C. jejuni probadas asi como los intervalos de concentracién de
antibiético encontrado.

TABLA 4

CIMs 50 y 90 DE LAS CEPAS DE C.jefundi DE TODAS LAS MUESTRAS
{DIARREICAS Y NO DIARREICAS)

AXTIBIOTICO c1m, cim,,

CIPROFLOXACINA 0.0312 0.25
0.10 0.2
0.35 0.2

1.56 3.32%
1.0 2.0
16.C 32.¢
1.0 3.0
6.0 64.0
4.0 4.0
(] HA
0.23 12.0
PAKETOXASOL 8.0 €.0
84.0 €4.0

2.5/12.5 5.0/25.0

1.0 4.0

CIM = Concentracién Ishibitoria Minims en pg/al.
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La susceptibilidad de Campylobacter en muestras de nifios con y
8in diarrea (una muestra por nifio); se presenta en la tabla S.

En la CIMy, , 4 de ciprofloxacina, de TMP/SMX y en las CINM;
de norfloxacina, gentamicina, cloranfenicol, ampicilina, ademéas
en la CIM,, de tetraciclina, doxiclina, ctrimetropim vy
metronidazol, existe diferencia pero no es significativa por la
prueba exacta de Fisher (P>0.05). Cefalotina y sulfametoxazol, no
presentaron diferencia aiguna (Tiidye ¥ g0)s CuysSS wvaleores fuerédn

de 4 pg/ml y 8 ug/ml respectivamente.

TABLA §

CIMs 50 y 90 DE CEPAS DE C. jejuni PROVENIENTES DE MUESTRAS DE
NINOS CON Y SIN DIARREA

TIPO DE NUKSETRAS

ANTISIOTICO8 DIARREICAS MO DIARREICAS

{n=14) (a=11)

CIMy, TIN,
CIPROFLOXACINA 0.062% 0.2% 0.0312 0.115
HORFLOXACINA 0.1 1.6 0.1 0.2
GENTAMICING 0.2% 1.0 0.2s 0.2
TuTEArTHA 1.58 3.12 1.56 3.12
CLORANPENICOL 1.0 4.0 1.0 iu
TETRACICLINA 6.0 32.0 16.¢ 32.0
DOXICICLIRA 16.0 32.0 o 2.0
CEFOTAXIMA 4.0 4.0 2.0 1.0
AMPICILIRA 4.0 32.0 4.0 16.0
ERITRONICINA 0.25 32.0 3.2% 32.0
TRIKETOPRIN 32.0 64.0 2.0 €4.0
THP/ 8HX 1.25/6.25 5.0/25,0 2.8/12.% 1.5/712.5
MTTRCRIDAZOL 0.3 a0 1.0 4.0

22



Cuando se compararon las CIM de las cepas aisladas de muestras
diarreicas con las no diarreicas (pre y/o post) de los mismos
nifios no se encontré diferencia en cuanto a frecuencia de
resistencia para ningin antibidtico. En el caso de
ciprofloxacina, norfloxacina y gentamicina la CIM,, de las cepas
de muestras dlarreicas se encontrd 3 diluciones por arriba del
necesario para inhibir a las no diarreicas aunque ain dentro del
intervaio de susceptibilidad (tabla 6). La susceptibilidad de

2 v mofmen
z gy cefoen

permanacin actable (CTM v ) siendo de

64 pg/ml y 4 pg/ml respectivamente.

TABLA 6

CIMs DE CEPAS DE C.jej_uni AISLADAS DE MUESTRAS FECALES DE
NINOS CON DIARREA

T P 1 5 0D I O S8

ANTIBIOTICO DIARREICOS O DIARREICOS
(m=14) {n=13)

CIRg, CIN,, cin, CIK,,

CIPROFLOXACINA
WORFLOXACINA
GENTAMICINA
AHIKACINA
CLORANFENICOL
TETRACICLINA
DOXICICLINA
AMPICILINA
ERITROMICINA
TRINETOPRIA
SULPARETOXASOL
THP/SMX
METRONIDAIOL

/25,0
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Al analizar por separado las muestras no diarreicas (pre y/o
post) procedentes de pacientes que desarrollaron diarrrea se
tubieron 9 cepas de €. jejuni procedentes de muestras pre-
diarreicas con un promedio de 40 dias antes de la diarrea; 1la
susceptibilidad como se observa en la tabla 7 fue semejante al
de las cepas provenientes de los nifios cuando tenian diarrea, asi
como 1as muestras post-diarreicas (6 cepas) con un promedio de 3¢
dias. Se encontrdé una diferencia en la susceptibilidad a
ampicilina cuya CIM,, en las cepas pre-diarreicas fue de 32 pg/mi,

pogt-diarreicaa fue de & ng/ml sin

wmi t
ser estadisticamente significativa de acuerdo a la prueba exacta

o

"

B
2

o

de Fisher, nuevamente c
cambio {tabla 7).

ina y cefotaxima permanecierocn sin

TABLA 7

CIM 4 ¥,, DE CEPAS AISLADAS DE MUESTRAS DE NINOS CON DIARREA

ANTINIOTICO PRE-DIARREICA DIARREICA POST-DIARKICA
(n=9) (a=14) (=)

CIMy CIMy, c¥ I, CIN,, (31
ANPICILINA 4.0 32.0 4.0 3.0 6.0 2.0
™, z.4/112.3 3.0/25.0 1.2/6.2 5.0/2%.0 1.3/6.2 2.8/12.8
METRONIDAIOL 0.25 4.0 0.23 €0 0,25 1.0
TETRACICLIRN 16.0 .0 15.0 32.0 .0 2.0
DOXICICLINA 2.0 2.0 B.0 3.0 1.0 32.0
CLORANTENICOL 1.0 2.0 1.0 4.0 1.0 4.0
CIPROFLUAALINA Yevas Galbi S.888 .22 .02 a1ae
MORFLOXAC INA 0.1 0.2 0.1 0.1 1.0
GENTANICIRA 0.2% 0.23 0.2% 1.0 1.0
AHIXACTHA 0.78 1.128 1.56 1.56 3.12
TRIKETROPIM 32.0 46.0 32.0 3.0 64.0
SULZANZTOXAZOL 8.0 [ 5.0 8.0 9.0
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Para el andlieis de frecuencia de resistencia las muestras
pre-diarreicas se incluyeron con las diarreicas debido a que
tuvieron un patrén de sensibilidad semejante, las post-
diarreicas no se incluyeron por ser muy pocas; sin embarge, se
presentan por separado en la tabla 8, se compararon también con
las muestras procedentes de paclentes que nunca desgarrollaron
diarrea (tabla 8).

No se encontré diferencia significativa al comparar las
cepas aisladas de los diferentes tipos de muestras por la prueba
exacta de Fisher Pz0.05.

TABLA 8

PORCENTAJE DE CEPAS DE C. jejuni RESISTENTES PROCEDENTES DE
MUESTRAS FECALES DIARREICAS Y NO DIARREICAS.

AwTINIOTICO TOTAL ¥O DIARRXICA PRE-DIARREICAR POST-DIARREICA

Y DIARREICAS
(n=61) . {n=32) {n=21) (n=8)

ERITRGHICINA 23.00% 1%.00% 30.00% 17.00%

AMPICILINA 16.00% 12.00% 2€.00% 13

THP/SHE 13.00% $.000 22.000 o%

METRONIDAICL 15.00% 3.00% 15,004 -1}

TETRACICLINA 61.00% £6.00% 70.00% o

DOXICICLINA 15.00% 16.00% 17.00% ay

CEFOTAXIMA 5.000 3.00% 4.00% o%

La resistencia a cloranfenicol, ciprofloxacina,

norfloxacina, gentamicina, amikacina y sulfametoxazol fue del 0%
para todas las cepas aisladas. Para cefalotina y trimetopim fue

Jdel 100%.

La mayor parte de los microorganismos procedentes de
muestras no diarreicas fuerén resistentes a tres antibiéticos
(46.87%), mientras que en las pre-diarreicas fueron con mis
frecuencia resistentes a 5 antibidticos (44.4%) y las post-
diarreicas a 4 antibib6ticos (66.0%). No se encontré diferencias
entre los grupos en cuanto a la frecuencia a resistencia (tabla
9).
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TABLA 9

CEPAS DE C. jejunl AISLADAS DE MUESTRAS FECALES RESTSTENTES
A MNINGUN, UNO O MAS ANTIBIOTICOS

ANTIBIOTICO CEPAR (V) MO »: S pOST.

3} (333 B=32 a=y nxld a=f

[ o [ 0% [N N

1 et o8 ov o '

2 20,008 25.004 11.00% 21.00% '3

3 39.00% 47,00\ 22.600 35.00% 33.00%
‘ 26,00V 16.00% 22,00% 36,004 67.00%
5 18,000 12.00% 48,000 7,008 oy
»§ oy ov [ oy or

De acuerdo a nuestra hipétesis de que 1la produccién de
resistencia a antibidéticos pudiera estar relacionada a factores
extracromosémicos relacionados con factores de patogenicinad, nos
propusimos a buscar un patrdn comin que pudiera sugerir una
combinacién de resistencia en particular, como puede observarse
en la tabla 9 no se encontré diferencia significativa por 1la
prueba de X' entre alguno de los grupos en nifios con o sin
diarrea.

TABLA 12
CEPAS DE C. jejuni AISLADAS EN 1989 ¥ 1390 RESISTENTES
A NINGUN, UNO O MAS ANTIBIOTICOS

NUKZIRO DEZ ANTIBIOTICO

afo ° 1 2 3 4 s L]
1909 o o 29.008  34.00% 12.00%  16.000 (1)
1390 (1 oy 11.008  30.00% 35,000 19.00% os

26



En la tabla 10 se puede apreciar que el mayor porcentaje de
cepas resistentes aisladas en 1989, se encuentran asociadas con
la resistencia a tres antibidticos, a diferencia de las cepas
aisladas en 1990 donde el mayor porcentaje de resistencia se
encuentra en el grupo de resistencia a cuatro antibidticos. La
diferencia marcada entre los dos afios se encuentra en el grupo de
resistencia a tres, cuatro y cinco antibiéticos. Siendo mayor el
porcentaje de 1989 para el grupo de 4ires antibiéticos lo
contrario de 1990 donde el porcentaje mayor se encuentra en el
grupo do cuatro y cinco antibiéticos.

TABLA 11

HEDIA GEOMETRICA DE CIM (pug/ml) DE CEPRS DE C. jejuni DE
INFECCION SINTOMATICA Y ASINTOMATICA POR ANOS

£ v ¢ c T r T 1 » H

T D A b T(x)

SINTOMATICOS ABINTONATICOS

aso ARo

ANTIBIOTICO (n) (=
1985 1986 1983 1890 1991 1989 1990
) 11%) (&) (8) 130y (1%) an
AMPICILIRA 1.8 1.0 2.0 2.9 £.0 0.70 .50
ERITROKICIMA 1.7 0.%4¢ 0.3 0.5 6.0 1.32 0.%0
TETRACICLINA 11,0 &.0 3.0 4.0 14.0 9.88 9.44

CIM = EXPRESADA EN MEDIA GEOMETRICA.

La CIM de cepas aisladas de C. jejuni en los afios 1985 a
1551 demostraron ser diferentes (tabla 11} para los
antimicrobianos ampicilina, tetraciclina y critzcmicina. Esta
diferencia fué estadisticamente significativa cuando se
compararon entre afios (tabla 12), para ampicilina durante 1985
v.3. 1991 con wuna p=0.015 y 1986 v.s., 1991 con una p=0.006;
tetraciclina mostr6é6 diferencia s8solo al comparar los afios 1986
v.3. 1991 con una p=0.007. Finalmente eritromicina resultd ser
diferente al comparar loz afios 1985 v.s. 1289, 1985 v.s. 1991,
1986 v.s. 1989, 1986 v.s. 1991 y 1990 v.s. 1991 con una p entre
0.0007 y 0.011 (figura 3 y 4).
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TABLA 12

DIFERENCIA DE SUSCEPTIBILIDAD DE AMPICILINA, TETRACICLINA Y
ERITROMICINA, ANALIZADAS POR ANO EN CEPAS DE C. jejuni AISLADAS
DE MUESTRAS DIARREICAS.

2 % T I ®mIOoTTI1IcoOoTSs

A983/1951 1588/1991  1346/1%9)1 1993/2989 1585/1981 198671549 1986/1991 1990/1991

0.015 ©.006 0.007 0.031 0.01 6.04 0.007 0,002

SIARISTICA L Us ABIULLNT.

El antibiético que presenté diferencia estadisticamente
significativa fué ampicilina, para las cepas provenientes de
ninos asintomaticos entre los afos 1989 v.s. 1990 con un valor de
p<0.0005 (tabla 11) (fiqura 5).

Al analizar los valores de CIM3 obtenidas para las cepas de
€. jejuni por la prucha exacta de Fisher en el grupo de muestras
normales (pre, no diarreicas y post) no se encontré ninguna
diferencia importante; por lo que se decidié considerarlas en un
solo grupo de "normales”. A este grupo se les comparé las CIMs
contra los grupos pre-diarreicas, diarreicas y post-diarreicas
mediante la prueba de T de Student. Los resultados encontrados
son de importancia para 1los siguientes antimicrobianos:
ampiciiina, tetraciclina, gentamicina, doxiciclina y trimetoprim
con sulfametoxazol, mostradas en las tabla 13 y 14.
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TABLA 13

VALORES> PROMEDIOS DE CIM PARR LAS CEPAS DE C. jejuni
PROVENIENTES DE MUESTRAS NORMALES, PRE-DIARREICAS, DIARREICAS Y

POST~DIARREICAS.
o TIPO DR WUESTRA :
AXTIBIGTICO WORMAL PRR-DIARREICA DIARREICA POST-DIARREICA
(32 (3) 118 )

AMPICILINA 2.32

TETRACICLINA 9,24

GENTAMICIHA 0.23

DOXICILINA 2.17

T LEVY 1.60

TABLA 14

VALORES DE P OBTENIDOS MEDIANTE EL ANALISIS DE PRUEBA
NO PARRMETRICA' CON LOS DIFERENTES ANTIBIOTICOS

ANTIBIOYTICOS

1170 oK T e e
HUESTRA AMPICILINA  TETAACICLINA
HORMAL/PRE-DIARRZICA 6.043 <0.0001
WORMAL/ PUS T-DIARREICA H.S. 0.012
PRE-DIARREICA/DIARREICA H.S. H.5.
PRE-DTARREICA/POST-DIARRIICA  N.S. H.5.
POST-DIARREZICA/DIARRREICA n.5. 8.02

* t Studant ¥.8. = NO BICNIFICATIVO.

Al rwallzar ol =2nflisis.mediante prueba no parametrica en este
caso la t de Student se encontrd que la significancia de las Cids
por tipo de muestra resultd ser importante cuando se compararon
muestras normales versus pre-diarreicas o post-diarreicas, en
ampicilina, tetraciclina y doxiciclina.
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La muestra pre-diarreica versus diavreica 6 post-diarreica
mostraron ser diferentes para TMP/SMX en ambas combinaciones y
solo cuando se compararon pre-diarreicas versus post-diarreicas,
esta diferencia ademas fué también importante con gentamicina y
doxicilina., Finalmente la comparacién post-diarreicas versus
diarreicas resultaron con diferencias significativas para
tetraciclina y doxiciclina.

Lo que sugiere que en la mayoria de las muestras pre Yy post-
diarrreicas resultaron ser mis resistentes al compararse con las
muestras normales y diarreicas.

30



CIMSS0 en pg/mi

L .
ERITROMICINA TETRACICLINA
ANTIBIOTICO
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DE MUESTRAS DE NINOS SINTOMATICOS OF 1985 A 1081,
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DISCUSION

Se han publicado un gran ndmerc de informes concernientes a
la susceptibilidad de C. jejuni a diversos antibioticos; sin
embargo, la frecuencia de resistencia en lcs aislamientos de este
estudio fue mayor que la informada previamente. 114,21,35,71)

Eritromicina es el antibidtico de eleccidn, y en nuestro
estudio £4.%58 de iom aislauienlds 3T ongontrarsn recicrentes, lo
cual contrasta con lo reportado previamente, donde la frecuencia
de resistencia va del 0 al 12.5%. La CIM,, fue de 32 pg/ml (con
limites de 0.125-64 png/ml); sin embargo algunos autores han
informado CIMs de 64 hasta 256 pg/ml.(39).

Las tetraciclinas, otro de los antibidticos utilizados
frecuentemente para el tratamiento de infecciones entéricas,
tuvieron una pobre actividad en contra de Campylobacter jejuni ya
que 60.6% de los aislamientos fueron resistentes. La prevalencia
de resistencia a este antibiético es claramente superior a lo ya
informado ya que en general no es mayor del 20% (65). Doxiciclina
tuvo mejor actividad; sin embargo, 15% de los microorganismos
probados se encontraron resistentes, lo cual coincide con lo

informada pnor arros (39).

La actividad de f-lactamicos en general es buena. En
relacién con ampicilinas la frecuencia de resistencia fue desde
12% on muestras no diarreicas hasta un 26% en muestras
diarreicas, en otros paises varia de el 0% (36) a 16% en muestras
diarreicas (13). La CIM,, fue de 16 pg/ml similar a la ya
informada por otros (14). Los f-lactamicos, especialmente
cefalosporinas de tercera generacién tienen muy buena actividad,
en el caso de cefotaxima se ha informado una resistencia no mayor
del 5%, nosotros encontramos una frecuencia del S5%. Campylobacter
se considera resistente en forma natural a cefalotina ya que el
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1008 de 1los microorganismos muestran este comportamiento,
nosostros encontramos este miswo comportamiento lo cual era
esperable debido a que este antibiético se agrega rutinariamente
a los medios para su primoaislamiento (34). Lo que implica ya una
seleccién previa al eliminar Campylobacter sensible a este
antibidtico.

La frecuencia de resistencia alos aminoglicésidos probados
fuc baja en este estudio. La susceptibilidad a cloranfenicol fue
igual que a los aminoglicssides, muy buena. Ya que todos 183
microorganismos fueron sensibles con una CIM,, de 2 pg/ml, siendo
en promedic dos diluciones menoras a lo encontrado por otros
{12,14,21,30,39,60,78) y muy similar a lo reportade por Vanhoht
{70) denotando prcobablemente la baja frecuencia con que estos
antibiéticos son utilizados para el tratamiento de infecciones
entéricas en la comunidad.

Metronidazol fue moderadamente activo, encontréndose un 15%
de cepas resistentes. Las quinolonas fueron el grupo de
antibiéticos con mayor actividad ya que no sSe encontraron
microorganismos resistentes, y la CIM90 fue de (.25 ug/ml, este
hallazgo ha estimulado a muchos autores para utilizar quinolonas,
como agentes de primera linea en el tratamiento de infecciones
entéricas, debi1do a su exvuelentc acii

idad denda ciprofloxacina
eg uno de los antibidticos mas activos (46,60,69,78).

Las CIM,, para trimetopim y sulfametoxazol fueron de 64 y
8 ug/ml, mientras que el sinergismo mostrd una CIM;, de 5.0/25.0
pg/mi. Sulfametoxazol y la combinacion de trimetropim-
sulfametoxazoi, Licnen

dad similar en contra de
campylobacter jejuni. Todos los aislamientes fueron resistentes
a trimetoprim, en cambio todas fueron susceptibles a
sulfametoxasol la combinacién de ambos antibidticos mostré un 13%
de resistencia, debido a que el punto de corte en la resistencia
disminuye a 4/20 pg/ml (TMP/SMX) ya que se espera un efecto
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sinergico. Sin embargo, la resistencia obtenida se encuentra
dentro de un rango del 0% al 30% ya que la resistencia en
Jerusalem se ha reportado en un 30% (49), en Illinois U.S.A de
0% (30), como es observable existe un amplio rango de
variabilidad en cuanto a la resistencia encontrada en los

diterentes paises,

Al comparar la susceptibilidad de cepas provenientes de
muestras diarreicas por afos, la frecuencia de resistencia
presento un comportamiento creciente especialmente en
eritromicina y ampicilina, ya que era del 0% en 1985 y en 1391 es
de un 22.0% y 16.0% respectivamente. Cepas de C. jejuni de 1987
y 1988 no se rocuperaron (figura 3 y 4). Las tetraciclinas
presentaron una baja actividad en contra de C. jejuni durante
todo este periodo, 1o cual refleja la alta prevalencia de
resistencia y c©l cfecto "presor” de seleccidn por el uso
indiscriminado de este antibiétice en la comunidad (10,11,15).

La resistencia ha tetraciclina depende principalmente de ADN
extracromosémico potencialmente transmisible; mecanismo que
explicaria esta alta prevalencia. En ocasiones se asocia a
resistencia a otros antibidticos comn eritromicina o ampicilina.
En este estudio las comrinaciones mas Lrecuenies Luwiua,
tetraciclina-cefalotina-trimetropim (53.3%), cefalotina-
trimetropim (100%), tetraciclina~eritraomicina {6.55%) Y
trimetoprim-cefalotina-tetraciclina-ampicilina (11.47%).

Aungque la resistencia a algunos antibiéticos esta mediada
por plasmidos Y podria estar relacionada con stras
caracteristicas de patogenicidad como invasividad, adherencia,
produccién de toxinas, etc., no logramos demostrar que las cepas
provenientes de infecciones sintomiticas fueran més resistentes
que las provenientes de infecciones asintomiticas (tabla 8). Al
comparar por la prueba t de Student las CIMs de las cepas
provenientes de los diferentes tipos de muestra (normales, pre-
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diarreicas, diarreicas y post-diaireicas) la diferencia fue
significativa en las CIMs; para el grupo de muestras pre-
diarreicas la baja susceptibilidad detectada en ampicilina podria
explicarse por la presencia de la enzima B-lactamasa, obtenida ya
sea mediante conjugacibn pldsmidica "In vive" o por selectividad
de la poblacién de C. jejuni. En la necesidad de requerir mayor
concentracién de TMP/SMX para inhibir el desarrollo de cepas de
muestras pre y post-diarreicas probablemente sea debldo al
aumento de sintesis de la dehidrofolato reductasa; ademds las
muesiras pocot-diarrreicas requieren de una concentracién mayor de
tetraciclina, doxiciclina y gentamicina; para lus Jdos primeros
antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteina al impedir la
unién al ribosoma RHA de transferencia con su aminodcido
correspondiente, con lo que no puede haber crecimiento de 1la
cadena polipeptidica, la resistencia es debido a una proteccién
ribosomal que esta codificado por pléasmidos aunque también se ha
propuesto un mecanismo de excrecién del antibidtico, siendo
posible un decremente en la concentracién citdéplasmica,
reflejando esta baja concentracién citoplasmica con el aumento en
la CIM. El aumento en la CIM para gentamicina puede deberse a una
ligera mutacién, en donde se reduce la unidn del antibiético a un
ribosoma ligeramente modificado o bien a la disminucién en el
transporte a través de la membrana. El promedio mAs elevado de
CIM encontrado en estos cinco antibidticos fué en las cepas
provenientes de muestras pre y pusi-dizrreicas. predominando en
las cepas post-diarreicas, lo cual era esperable ya que en las
muestras pre-diarrreicas se tienen cepas muy sensibles, poco
sensibles y resistentes, debido al tratamiento empirico que las
madres dan a los nifios durante la diarrea , se eliminan los
microorganismos sensibles, qguedando unicamente las cepas con una
CIM més elevadas y resistentes , por 12 que las CIM de las cepas
de muestras post-diarreicas es mayor.
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Sin embargo la tendencia de resistencia se observd
claramente en las figuras 3,4 y 5 , demostrandose que el abuso de
antibiéticos en la comunidad se ve reflejado en la CIM de los
diferentes aislamientos de €. jfejuni durante los afios 1985 a
1991 , para el caso de ampicilina, tetraciclina y eritromicina.
Los valores de P mis pequefios fueron 1os obtenidos al compararse
con el ano 1991, 1lo gue nos sugiere que la resistencia
antimicrobiana no solo existe sino gue se incrementa. La
diferencia parra la CIM promedisc do ampicilina es zlterente
significativa en las cepas provenientes de infecciones
asintomdticas entre los afos 1989 y 1990, siendo nueve veces
mayor en 1990. Esto deberia ser una llamada de ateucién para
controlar el uso indiscriminado de los antibidticos; educando a
la poblacién y restringiendo el uso de estos antimicrobilanos.

Los resultados aqui encontrados, apoyan la necesidad de
practicar estudios periddicos de susceptibilidad, en centros de
referencia, ya que en laboratorios de rutina es dificil por las
condiciones de desarrollo que necesita C. jejuni. Esto se hace
necesario porque cada vez mas regiones del mundo informan la
presencia de cepas resistentes a diferentes antibidticos y en
nuestro estudio los antibiéticos de uso comin serian con
frecusncia incfizaces. Ta elevada susceptibilidad a quinolonas
sugiere que en infecciones graves esSte grupo de antibiéticos
deben ser los de eleccidén (7,24,29,42).
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CONCLUSIONES
No se observaron diferencias importantes en 1la
resistencia para los antibidticos probados, entre
aislamientos provenientes de pacientes gue desarrollaron
© no sintomas.

Tampoco se observaron diferencias entre las
concentraciones necesarias para inhibir las cepas

L1 aumento en la CIM de las cepas de C. jJejuni
provenientes de infecciones sintomdticas durante los afios
1985 a 1991 resultarorn ser signifcativemente estadisticos
para ampicilina, tetraciclina y eritromicina. En
contraste con las infecciones asintomiticas en donde solo
se encontrd para ampicilina.

Las cepas provenientes de muestras post-diarrreicas,
presentaron menor susceptibilidad para ampicilina,
tetraciclina, gentamicina y doxiciclina.

Con la reserva del nimero limitado de cepas estudiadas,
se puede concluir que las CIMs,, de aislamientos
provenientes de la misma poblacién en distintos afios
meostraron un aumentoe en la resistencia a ampicilina y
eritromicina.

La frecuencia de resistencia a tetraciclinas encontrada
fue alta, y ha permanecido constante desde 1985.
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La elevada susceptipilidad a gquinolonas sugiere gue estos
antibiéticos podrian ser wutilizados come de primera
eleccién en comunidades con una elevada frecuencia de
resistencia a otros antibidéticos, tomando en cuenta el
efecto riesgo/beneficio de estos.

Existe diferencia entre cepas de muestras normales versus
nre-diarreicag y versus post-diarreicas en ampicilina,
tetraciclina y doxiciclina en escas Gltimag cépas con una
CI¥ mayor.
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION.

APENDICE X

PRUEBA DR CATALASA

PRINCIPIO.

El perdxido de uldirdgeno se [orma vono uao Jde los productos
firales acl me:abolismo oxidativo o aerdbico de los hidratos
rde carbono. 5i se deja acumular, el peréxido de hidrégeno es
letal para las células bacterianas. La catalasa transforma el
peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, como lo muestra la
siguiente reaccién:

CATALASA
Hj0; wmmw—meemm e H,0 + O, (BURBUJAS DE
GAS)
REACTIVOS.
1.- Peréxido de hidrégeno al 30 8, conservando en refrigerador
en frasco ambar.
TECNICA.
1.- Con un aplicador transferir una colonia bien aislada a la
superficie de un portaobjeto.
2.- Afiadir 1 a 2 gotas de peréxido de hidrégeno al 3 .

INTERPRETACION.

La rédpida aparicién y produccién sostenida de burbujas de gas,
indica una reaccién positiva.
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APENDICE 2

HIDROLISIS DE HIPURATO
PRINCIPIO.

La hipuricasa es una enzima hidrolitica producida por 12
mayoria de cepas de C. jejuni, que provoca la hidrélisis de
Hipurato de Sodio con la formacién de benzoato de sodio y

glicina.

La ninhidrina es un oxidante enérgico que desamina grupes alfa
amino con liberacién de NH, y C0,. E1l amoniaco liberado
reacciona con la ninhidrina raesidual dando un color pidrpura.
La ninhidrina se utiliza para detectar glicina el iunico
compuesto alfa amino formado por hidrélisis del hipurato. La
prueba es sensible y répida, con interpretaciones posible
luego de 2 a 3 horas de incubacidén a 37 °C.

REACTIVOS.

1.~ Reactivo de Hipurato de Sodio:
Hipurato de Sodi. 1l g.
Agua destilada 100 ml.

2.~ Reactivo ninhidrina:
Ninhidrina 3.5 g.
Acetona/Butanol 1:1 100 ml.
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TECNICA.

1.- Inccular una asada de un cultivo de C. jejuni en 0.4 ml de
reactivo de hipurato de sodio al 1 ®.

2.- Incubar el tubo durante 2 horas a 37°C.

3.- Afadir 0.2 ml. del reactive ninhidrina y mezclar bien,

INTERPRETACION.
La aparicion de un color ptrpura inctenso lueyo de anadil el

reactivo ninhidrina, indica la presencia de glicina y una
reaccién positiva de hidrolisis de hipurato.
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APENDICE 3

CITOCROMO OXIDASA

La prueba de citocromo oxidasa utiliza ciertos reactivos

cclerantes, como el larhidrato de p-fenilendiamina, que
actua como aceptores artificiales de electrones, sustituyendo
al oxigeno. La p-fenilendiamina es incolora en estado
reducido, pero ean presencia e citooroma oxidasa v oxfgenc

oxigo

atmosférico se oxida formando azul de indofenol.

REACTIVOS.

1.- Diclorhidrato de tetrametil-p-feni'endiamina, al 1%.

TECNICA.

1.- Afadir unas gotas de reactivo a una tira de papel filtro.
En la zona donde esta el reactivo se extiende un asa de la
colonia sospechosa.

INTERPRETACION.
Las colonias bacterianas con actividad de citocromo oxidasa

desarrollan en segundos un intenso color azul en el sitio de
inoculacién.
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APENDICE 4.

MEDIO DE CONSERVACION DE CEPAS.

BHI- GLICEROL.

Pesar medio deshidratado para 100 ml de acuerdo a las
indicaciones del medio.

»

Disolverlo en 85 ml de aqua destilada,

Mforar a 100 ml con glicerol.

Mezclar,

Distribuir 2 ml del medio en viales

Esterilizar a 15 libras por 15 minutos a 120 °C.

»

*

L3

*

*

Conservar a temperatura ambiente.
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SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS).

* NaCl 9.0 g.
* NaH,PO, (anhidro) 0.23 g.
* Na,HPQ, (anhidro) 1.15 g.
* Agua desionizada 900 ml.

Al disolver 1las cantidades antes descritas en agua
desionizada, el pH optenido es de 8.0. Ajustar el pH (7.2-7.4)
usando NaOH 1 M o HCl 1M, aforando a 1000 ml. Posteriormente
distribuir 10 ml en tubos de ensayo de 75 x 150 mm. para
esterilizarlos a 15 lb. o 121 °C por 10 minutos.
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APENDICE 6.
PREPARACION DE ANTIBICTICOS

Sales puras de los siguientes antibidtices:

Amikacina (Bristol de México, S.A., de C.V.), Eritromicina
(Bristol de México S.A. de C.V.), Cloramfenicol (Parke-Davis
CIA. Medical Campana, S.A.), Tetraciclina (Bristol de México,
S.A, de C.V.}), Doxiciclina (Pfizer,S.A., de C.V.}, Norfloxacina
(Merck-México, S.A. de €.V.}, Ciprofloxacina (Miles de México,
S.A, de C.V.), Gentamicina {Sheramex S.A. de C.V.),
Trimetropim (Lilly y CIA. de México S.A. de C.V.),
Sulfametoxazol (Lilly y CIA. de México S.A., de C.V,),
Trimetropim-Sulfametoxazol (Lilly y CIA. de México S.A. de
C.V.), Ampicilina (Bristol de México S.A. de C.V.), Cefalotina
{Lilly y CIA. de México S.A. de C.V.,) ,Cefotaxima (Roussel
Uclaf S.A. de C.V.), Metronidazol (Rhéne-Poulenc Rorer, S.A.
de C.V.).

DISOLUCION DE SALES ANTIMICROBIANAS.

ANTIKICROBIANO sOLVENTE Arono
AMIKACINA AGUA AGUA
ERITROMICINA AGUR AGUA
CLORAMFENICOL ETANOL AGUA
TETRACICLIEA KETANOL AGUA
DOXICICLIMA AGUA AGUA
HORFLOXACIRA AGUA AGUA
CIPIO"LU!ACXNI AGUA AGUA
GENTAHICINA BUFFER DI PO,

o 8.0 0.1 K. AGUA
TAIMETROPIH HCL AGUA
BULPARETOXAIOL MaOH 0.1 K. AGUA
TRINETROP 1M/
ULPAMETOXALOL HaOH 0.1K, ncl 0,08, ASUA
ANPICILINA BUFFER DB PO, BUTTER DE

pH 5.0 01N PO, PHELO 0.IM
CEPALOTINA Burrek of Fo,

DR 6.0 0.1 K. AGUA
CEPOTAXIKA AGUA AGUA
HKETRONIDASOL AGUA AGUA
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Con las sales puras antes mencionadas se prepard una solucién
stock para el volumen necesario y tener la concentracién
deseada en las cajas de petri de (100 mm x 100 mm) con 25 ml
en volumen total (agar Mueller-Hintom mas el volumen necesario
de la solucién stock de antibiéticos).
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