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I. INTRODUCCION

La campilobacteriosis es una enfermedad infecciosa de distribucion
mundial frecuente en paises desarrollados y subdesarrollados, causada por
bacterias del género Campylobacter, provocando gastroenteritis en aves, animales

de compania, animales de granja, el hombre y de forma mas frecuente en ninos.

La forma de infeccion es por ingestion de carnes, subproductos de origen
animal y agua contaminados con heces infectadas. Los ninos resultan ser mas
facilmente afectados ya que ademas tienen mayor contacto con animales de

compania que son reservorios de la bacteria.

En Guatemala la identificacion de Campylobacter como agente causal de
diarrea en humanos no esta incluida en la rutina bacteriolégica de los
laboratorios, pero gracias a algunos estudios se han encontrado infecciones en

pacientes humanos por esta bacteria.

En el area veterinaria las diarreas en animales de compania son tratadas
sin haberse diagnosticado antes el agente causal, por lo que no se ha aislado aun
la bacteria en perros y gatos en nuestro pais. Esto indica que en Guatemala aun
no se sabe si algunas de las diarreas en humanos causadas por Campylobacter
pudieron haber sido por contaminacion al tener contacto con animales de

compania.

El presente estudio consistira en determinar la presencia de
Campylobacter sp. en perros con sintomatologia clinica de diarrea que asistan a
clinicas veterinarias en la ciudad de Guatemala. Se aislara utilizando el método
de Filtracion en agar sangre utilizando membranas de Nitrocelulosa, la prueba de
oxidasa para identificar presencia de citocromo oxidasa y Tincion de Gram para

identificar los bacilos por su forma caracteristica.



II. OBJETIVOS

2.1 General:
Contribuir al estudio de la Campylobacteriosis en perros atendidos en clinicas

veterinarias de la ciudad de Guatemala.

2.2 Especificos:

Determinar la presencia de Campylobacter sp. en perros con sintomatologia

clinica de diarrea que asistan a clinicas veterinarias de la ciudad de Guatemala.

Establecer los determinantes epidemiologicos del huésped en la ocurrencia de la

enfermedad (raza, edad, sexo).



III. REVISION DE LITERATURA

3.1 CAMPYLOBACTER
Es una de las causas de infeccion intestinal mas comun en humanos. Es una
zoonosis de distribucion mundial, siendo una de las principales causas de

morbilidad y mortalidad principalmente en ninos. (4,7,15)

Los primeros aislamientos de especies del género Campylobacter fueron
realizados en el area de microbiologia veterinaria en 1909 y 1913. Mac Fadyean,
Stockmann y Smith en 1918, establecieron la presencia de una bacteria
microaerofila en el aborto de bovinos y ovinos, de morfologia similar a las
especies del género Vibrio, denominandola Vibrio fetus. En 1931, Jones y Little
aislaron a partir de bovinos con trastornos intestinales un vibrion microaerofilo al
que denominaron Vibrio jejuni. En 1944, Doyle describioé un vibrion aislado del

intestino de cerdos con diarrea, al que denominé Vibrio coli. (5)

La primera asociacion entre esta bacteria y la diarrea en el hombre fue sugerida
por Levy en 1946, quien realizdé un estudio en un brote de gastroenteritis en 357
pacientes, observando en examenes directos de heces la presencia de formas

bacterianas semejantes a Vibrio en el 20% de las muestras. (5)

En 1963, Sebald y Veron incluyen a éstas bacterias en el género Campylobacter
(campylo=curvo) (bacter=bacteria). Esto se debid a que presentan diferencias
importantes con relacion a la constitucion del DNA y por su incapacidad de

fermentar los hidratos de carbono. (5,14)

En la década del 70, Butzler y Skirrow, Bolton y Robertson, Blazer y Col,
desarrollaron medios selectivos que permitieron aislar éste germen con mayor

facilidad y establecer su participacion en diferentes cuadros infecciosos en el

hombre. (5)
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En 1972 Dekeyser y Butzler aislaron los microorganismos de las heces de
pacientes con enteritis aguda usando una técnica de filtracion que permitia el
pasaje de pequenos bastones curvos a través de una membrana logrando retener

gérmenes fecales mas grandes. (5)

En 1992, los estudios taxonomicos de Banadme, llevaron a la creacion de la
familia Campylobacteraceae, que incluye los géneros Campylobacter que no
puede crecer a menos de 15°C ni en presencia de oxigeno, y Arcobacter que

puede crecer a temperaturas entres 15y 37°C y en presencia de oxigeno. (5)

3.1.1 Morfologia y tincion:

Bacilos gram-negativos, delgados, curvados o espiralados (del griego
Campylo=curvado), con un tamano aproximado de 0.2 a 0.5 micras de ancho por
0.5 a S micras de largo, y tienen movilidad gracias a un flagelo polar en uno o
ambos extremos. Cuando dos o mas bacilos se colocan juntos toman forma de S,

W o alas de gaviota. (2,5,6,12,14).

Morfologia de las colonias:

Si se utiliza un medio de cultivo fresco e incubacion por 48 horas, las colonias
adquieren un aspecto de gota; esto se debe al movimiento activo del
Campylobacter haciendo que se alejen del centro de la colonia. Algunos autores

lo describen como gotas de agua. (3)

Las colonias no son hemoliticas y tienen un aspecto plano, acuso, color gris o

ligeramente pardo y bordes irregulares. (3)

Las colonias de Campylobacter jejuni ademas son satinadas y extendidas.
Posteriormente se hacen mates y a veces muestras brillo metalico.
Las colonias de Campylobacter coli son menos extendidas que permanecen

siempre brillantes. (14)



3.1.2 Caracteristicas de crecimiento:

Las especies de Campylobacter son microaerofilas, por lo que necesitan para
crecer una atmosfera que contenga de 3 a 15% de oxigeno (O2) y 3 a 5% de
dioxido de carbono (COy). Su sensibilidad al oxigeno es una de sus
caracteristicas mas importantes. Su metabolismo es lnicamente respiratorio por
lo que no metabolizan los azucares, utilizando como fuentes de carbono y energia
algunos aminoacidos y acidos tricarboxilicos. Todas las especies son oxidasa-
positivas y catalasa-positivo, a excepcion del grupo de Campylobacter
denominadas CNW (catalasa-negativas o débilmente catalasa-negativas).
En general, todas las especies de Campylobacter tienen una actividad bioquimica

extremadamente lenta. (2,14)

Son sensibles a la desecacion, pasteurizacion, luz solar directa, condiciones
acidas y a la mayoria de desinfectantes. A temperaturas de refrigeracion y

congelacion se van debilitando y disminuyendo en numero. (2,14)

Todas las especies son capaces de desarrollarse a una temperatura de 37°C, pero

la temperatura 6ptima de crecimiento es a 42-43°C. (2,3,5)

Su velocidad de crecimiento es mas lenta que las bacterias de la flora normal
entérica, por lo que es necesario para su aislamiento a partir de materia fecal, la

utilizacion de medios de cultivo selectivos que inhiban dicha flora. (7)

3.2 CAMPILOBACTERIOSIS (en tracto digestivo)
Es una enfermedad infecciosa bacteriana causada por bacterias del género
Campylobacter, que puede causar gastroenteritis en perros, gatos, otros animales

y humanos. Es causada principalmete por Campylobacter jejuni.(4,11)

Los perros y gatos jovenes (menores de 6 meses de edad) parecen ser mas

susceptibles a la infeccion y a presentar enfermedad clinica. (6)
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Asi mismo los animales sometidos a estrés pueden ser también susceptibles a la

patologia clinica. (6)

Las especies de Campylobacter que afectan el tracto digestivo de los animales
son: C. jejuni, C. coli, C. hyointestinalis, C. mucosalis, C. lari, C. pylori y las CNW
(catalasa-negativas o débilmente catalasa-negativas). C. fetos subespecies fetos y

venerealis afectan el tracto reproductor de bovinos y ovinos provocando abortos.

(2,12)

Entre las especies de Campylobacter que afectan el tracto gastrointestinal,
C. coli y mas comunmente C. jejuni, son los principales causales de
gastroenteritis en personas, encontrandose también en muestras de heces de
perros y gatos con diarrea. C. mucosalis y C. hyointestinalis se les atribuye ser
agentes coadyuvantes en el complejo de la enteritis proliferativa del cerdo;
C. pylori se ha relacionado con gastritis y la formacion de ulceras gastricas
principalmente en humanos; C. lari ha sido aislado de intestino de gaviota y el
hombre pero auin no se ha definido si es patogeno, y los Campylobacter del grupo

CNW se ha aislado en heces de perros y gatos con diarrea. (2, 5)

3.2.1 Reservorios:
Los principales reservorios animales son los bovinos, ovinos, porcinos, roedores,

aves de corral, perros y gatos. (7,14)

Los animales y los subproductos de origen animal son las fuentes de
contaminacion para humanos y animales sensibles. Por ejemplo C. jejuni se ha
encontrado en la leche no pasteurizada, canales de aves y heces de perros y

gatos; y C. hyointestinales y C. mucosalis en heces de cerdos infectados. (2,6)

Los reservorios ambientales son el agua y la tierra contaminada con materia fecal

infectada. (7)



3.2.2 Forma de infeccion:

Tanto en animales como en humanos el germen debe ser ingerido para causar la
enfermedad (via fecal-oral directa o indirecta), es decir que la infeccion tiene lugar
como consecuencia de la ingestion directa de las heces o bien de la ingestion de

un producto animal o agua contaminado con heces infectadas. (2,6,14)

La via de infeccion humana mas frecuente es el consumo de carne de animales
infectados, la leche no pasteurizada y agua contaminada. La otra via también
importante pero menos frecuente es la ingestion accidental de heces de animales
infectados (contacto directo); y auin menos frecuente la transmision fecal-oral de
persona a persona por ingerir alimentos manipulados por personas infectadas y

sintomaticas. (7,14)

La transmision del germen a los ninos resulta facil por ser los animales de

compania (perros y gatos) reservorios del Campylobacter. (14)

3.2.3 Patogenia:

C. jejuni se adhiere a las células del intestino delgado (yeyuno, ileo) y coélon. Se
multiplica e invade las células blanco del epitelio. Elabora una toxina parecida a
la toxina termolabil (LT) que produce la Escherichia coli, que destruye el epitelio
mucoso, desempenando un papel importante en el dano inflamatorio. El bacilo
vive en el interior de los fagocitos mononucleares por lo que la respuesta
inflamatoria no logra controlar la infeccion. El resultado de la invasion
generalmente es una enterocolitis glandular, pérdida de la produccion de mucus,
abscesos de las criptas y ulceracion de la mucosa epitelial. Estas caracteristicas
patologicas son similares a las que se observan en la infeccion por Salmonella y

Shigella. (2,7)

La gravedad de la infeccion depende de la exposicion previa, cantidad y virulencia
de los microorganismos ingeridos, el desarrollo de anticuerpos protectores y la

presencia de otros enteropatogenos. El estrés ambiental, fisiologico o las
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infecciones entéricas concurrentes pueden exacerbar la intensidad de la

enfermedad. (6)

C. mucosalis y C. hyointestinalis se les atribuye ser los microorganismos
causantes de la enteritis proliferativa del cerdo en donde se produce
adenomatosis intestinal, enteritis necrotica, ileitis regional y enteropatia

hemorragica proliferativa. (2)

C. pylori produce grandes cantidades de amoniaco a partir de la urea en
alimentos como la leche, provocando gastritis y ulceras pépticas en humanos. Se
cree que el amoniaco producido se almacena por debajo de la capa mucosa del
estomago del individuo y se ha observado la formacion de pilares adheridos al

epitelio intestinal que lo destruyen. (2)

Se ha demostrado que el flagelo del género Campylobacter actia como adhesina

que le permite la adherencia a las células epiteliales y al mucus intestinal. (5)

3.2.4 Signos clinicos en perros y gatos (con enfermedad clinica):
El principal signo es la diarrea que puede ser desde leve hasta acuosa o mucoide
sanguinolenta. Ademas puede presentarse fiebre, anorexia y vomitos. La

condicion generalmente dura 1-3 semanas. (6)

C. jejuni: puede causar diarrea aguda o cronica comunmente con moco y sangre
del intestino grueso en animales menores de 6 meses. Puede ocasionar

enfermedad sistémica y colecistitis (inflamacion de la vesicula biliar). (6)

Pueden haber animales infectados que eliminan el germen en las heces y no

presentar sintomatologia clinica. (11)



3.2.5 Signos clinicos en humanos:

Generalmente se presenta de forma aguda, con diarrea que puede ser
sanguinolenta, vomitos, dolor de cabeza, malestar muscular y abdominal,
calambres, fiebre y anorexia, dentro de los 5 dias después de la exposicion al

microorganismo. (4,5,6,14)

El curso es benigno observandose la recuperacion durante los 7-10 dias después
de haberse iniciado la infeccion. La enfermedad puede dar lugar a

complicaciones como apendicitis, peritonitis y colecistitis. (4,14)

En personas con un sistema inmunolégico deprimido, el Campylobacter puede
ocasionar colecistitis aguda, pancreatitis, cistitis, artritis reactiva, sindrome
urémico hemolitico, nefritis intersticial, hepatitis o wuna grave infeccion

septicémica y poner en peligro la vida. (4,5)

En algunas ocasiones, la persona infectada con varias semanas de diarrea puede
adquirir una enfermedad que afecta al sistema nervioso llamada Sindrome de
Guillain-Barré. Esta ocurre cuando el sistema inmunologico de la persona
empieza a atacar al sistema nervioso pudiendo provocar hasta una paralisis que
dura varias semanas. Se estima que en Estados Unidos, 1 de cada 1,000 casos

de Campilobacteriosis conduce a padecer este sindrome. (4)

3.2.6 Epidemiologia:

En 1973 se efectud el primer aislamiento de Campylobacter en muestras de heces
diarreicas y fue entonces cuando se reconocié como un microorganismo patogeno
para el ser humano. Actualmente constituye uno de los agentes mas importantes
involucrados en las diarreas infantiles, asociandose al contacto con animales e
ingestion de agua o alimentos de origen animal contaminados, principalmente

aves. (3,5)
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El Campylobacter es una de las causas bacterianas mas comunes de infeccion
intestinal en humanos en Estados Unidos, paises desarrollados y en vias de
desarrollo. Se presentan como casos aislados y no como un brote. Es una
zoonosis de distribucion mundial, siendo una de las principales causas de

morbilidad y mortalidad en la ninez. (4,7,15)

Segun Robert V. (1982-1986), en Estados Unidos el 76% de aislamientos
realizados en muestras de heces, Campylobacter jejuni y Campylobacter coli

fueron las especies predominantes. (3)

Segin Molina (1995), en una investigacion realizada en Paris, Francia, la
infeccion por Campylobacter fue documentada en el 76% de los pacientes que
presentaban el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Las especies

identificadas fueron Campylobacter jejuni (84%) y Campylobacter coli (16%). (3)

Font C. (1997), en un estudio realizado en Barcelona, Espana, detecté que en
todos los casos fatales, Campylobacter jejuni era resistente a la antibioterapia
empirica usada; ademas detectd una resistencia a ciprofloxacina y

susceptibilidad a eritromicina y aminoglucosidos. (3)

En Estados Unidos la incidencia es alrededor de 20 casos por cada 100,000
personas diagnosticadas. Aproximadamente 2.4 millones de personas son

afectadas cada ano, estimandose que 500 de éstas pueden ser casos fatales. (3)

Estudios elaborados en diferentes paises en desarrollo reportan que el 32% de los

casos de diarrea en ninos menores de 5 anos son debidos a Campylobacter. (15)

En Dinamarca constituye la causa mas comun de enfermedad zoonoética

transmitida por alimentos con 82 casos por cada 100,000 habitantes. (3)
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En Perq, en el 2001 se realiz6 un estudio en ninos menores de 2 anos con cuadro
clinico de diarrea que se atendieron en 4 centros de salud, con el objetivo de
determinar la frecuencia de Campylobacter y Shigella como agentes etiologicos en
diarrea aguda acuosa. De un 19% de ninos positivos a diarrea bacteriana, el

33.39% fue a causa de Campylobacter jejuni. (15)

En América Latina, estudios de anos recientes en ninos con diarrea muestran
que Campylobacter se encuentra en un porcentaje menor a otras bacterias como

Escherichia coli y Shigella. (3)

En Guatemala se han efectuado muy pocos estudios sobre Campylobacter sp.
como agente etiologico de la diarrea en humanos por lo que no se conoce con
exactitud su frecuencia y prevalencia. Ademas la identificacion de este
microorganismo no es incluida en la rutina bacteriologica de la mayoria de
laboratorios clinicos privados y publicos del pais. Probablemente esto se deba a
que se trata de una bacteria dificil de aislar por requerir condiciones y materiales

especificos para su cultivo. (3) ** **¥ dkx

Los dos hospitales publicos de la ciudad de Guatemala: Hospital Roosevelt y
Hospital General San Juan de Dios actualmente no realizan ninguna prueba para

el aislamiento de Campylobacter sp. ** ***

** Hospital Roosevelt. 2006. Aislamiento de Campylobacter sp. Guatemala. Laboratorio de Microbiologia.
(Comunicacién personal)

*** Hospital General San Juan de Dios. 2006. Aislamiento de Campylobacter sp. Guatemala. Laboratorio
de Microbiologia. (Comunicaciéon personal)

**** Chang, J. 2006. Diagnoéstico de Campylobacter sp. Guatemala. Clinica privada de gastroentologia.

(Comunicacién personal)
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En Guatemala no hay una vigilancia puntual haciendo de la Campylobacteriosis
humana una enfermedad no importante desde el punto de vista epidemiologico.
Asi mismo no existe una iniciativa que logre hacer del diagnostico de

Campylobacter sp. una prueba de rutina. *

En Guatemala en el ano 2003 se desarrolld una investigacion en el Instituto de
Nutricion de Centro América y Panama (INCAP) en donde indican que en
Guatemala el Campylobacter es responsable del 12% de los casos de diarrea en el
area rural y del 5% de los casos hospitalarios. En el area rural es el segundo
patogeno mas importante causante de diarrea. Entre el 2001 y 2003 de 101
cepas de la bacteria obtenidas en la aldea Santa Maria de Jesus, el 45% de la
cepas fueron susceptibles a la ampicilina, el 57% a la fluoroquinolona y el 76% a

la eritromicina. (8)

En el 2006 se realizdé un informe de tesis donde se evaluaron 502 muestras de
heces humanas provenientes de centros de salud del Departamento de
Guatemala referidas al Laboratorio Nacional de Salud. Unicamente hubo 17
aislamientos de los cuales 1 correspondi6 a Campylobacter jejuni, 10 a
Salmonella sp., 3 a Shigella sp. y 3 a E. coli. Esto demostro que Campylobacter
Sp. no es un agente muy comun causante de diarrea en los centros de salud del

Departamento de Guatemala. (3)

Por ser la vigilancia de ésta bacteria generalmente incompleta, su incidencia no
se conoce en la mayoria de los paises del mundo; Unicamente se logra tener una
estimacion en base a registros de laboratorio como en Estados Unidos donde se
ha estimado aproximadamente 2 millones de infecciones en humanos anuales
por ésta bacteria. En Inglaterra se reportan mas casos por Campylobacter que

por Salmonellay Shigella. (7)

* Mateu, J. 2006. Diagnéstico de Campylobacter sp. en laboratorio. Guatemala. Laboratorio Nacional de

Salud. (Comunicacién personal)
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3.2.7 Tratamiento:
En humanos la enfermedad generalmente es autolimitante. Si los sintomas

contintian por mas de 10 dias debera tratarse con antibioticos.

La eritromicina es el farmaco de eleccion para la diarrea en humanos. La
tetraciclina, aminoglucésidos, clindamicina, azitromicina, ciprofloxacina y

quinolonas por lo general son efectivos. (2,3,6)

Las medidas para evitar la deshidratacion consisten en ingerir soluciones de
electrolitos para reponer los liquidos perdidos por la diarrea. Las personas que
no pueden tomar liquidos via oral necesitan liquidos via intravenosa,

especialmente en ninos. (3)

La mayoria de las infecciones en animales también son autolimitantes. La
eficacia de la antibioticoterapia en perros y gatos con diarrea asociada a

campylobacter es desconocida, pero puede intentarse con eritromicina. (2,6)

Las fluoroquinolonas son altamente eficaces en humanos pero su uso en perros y
gatos se debe reservar para casos resistentes a causa del riesgo de inducir
resistencia antimicrobiana de éstas bacterias en animales. Ademas como la
campilobacteriosis a menudo se ha observado en animales jovenes, el uso de éste

quimico esta contraindicado por su toxicidad para el cartilago en desarrollo. (6)

3.2.8 Prevencion y control:

o Coccion completa de alimentos de origen animal, especialmente la carne de
aves. (7)

. Lavarse las manos con jabon después de manipular alimentos crudos de
origen animal. (2)

. Lavar tablas de cocina, mostradores y superficies donde se haya manipulado
alimentos crudos de origen animal. (7)

. Consumir leche y subproductos lacteos pasteurizados. (2)
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. Consumir agua potable. (2)
. Evitar que personas con enfermedad intestinal manipulen alimentos para
consumo de otras personas. (14)
e Si se tiene mascotas tomar medidas higiénicas como lavado de manos
después de tocar a los animales, asi como limpieza y desinfeccion de

instalaciones. (2)

3.2.9 Diagnoéstico de laboratorio:

3.2.9.1 Recoleccion de la muestra:

Para el diagnostico de las infecciones por C. jejuni y C. coli se deben obtener
muestras de heces directas del recto, ya sea con hisopo rectal o por evacuacion
espontanea. Para C. hyointestinalis o C. mucosalis en enteritis proliferativa se
debe hacer raspados del intestino afectado; y para diagnosticar C. pylori hacer

una biopsia de estomago. (2, 5)

Campylobacter jejuni se encuentra en heces a 25°C por pocas horas, pero
sobrevive por lo menos 2 semanas a 4°C en heces, leche, agua y orina. Las
muestras que no pueden ser examinadas inmediatamente pueden ser colocadas
en refrigeracion 1 o 2 dias. Los microorganismos que se encuentran en
hisopados pueden ser inoculados en el medio de transporte Cary-Blair y

almacenarlo en refrigeracion (4°C). (3)

3.2.9.2 Técnicas de aislamiento:

Para el cultivo y aislamiento de Campylobacter jejuni, C. coli, C. hyointestinalis y
C. mucosalis a partir de materia fecal se requiere de una atmoésfera microaerofila
(tensiones bajas de oxigeno y elevadas concentraciones de dioxido de carbono); la
utilizacion de medios de enriquecimiento y medios de cultivo selectivos
conteniendo sustancias inhibidoras (vancomicina, polimixina B y trimetroprin),

ya que las muestras pueden llevar flora acompanante; pH cercano al neutro
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(6.5-6.9) y temperatura optima de desarrollo 42-43°C, aunque pueden
desarrollarse a 37°C. (2,5,14)

Se requiere medios de transporte adecuados como Cary-Blair mantenido a 4°C,
mas un medio de enriquecimiento. Dado que en una diarrea el numero de
Campylobacter es alto, no es necesario realizar enriquecimiento, solo en caso de
esperar un bajo numero de microorganismos como en manipuladores y

convalecientes. (5,6)

Para aislar de agua es necesario filtrar un volumen considerable, centrifugar y

sembrar. (5)

Las muestras de biopsia de estomago para aislar C. pylori se deben sembrar en

placas de agar chocolate. (2)

3.2.9.2.1 Agar selectivo para Campylobacter sp.:

Se usa para el aislamiento de Campylobacter sp. a partir de alimentos y agua
contaminada y material clinico en medicina humana y veterinaria. Es un medio
rico en nutrientes que presenta un pH de 7.3, y es necesario incubarlo en una
atmosfera pobre en oxigeno y rica en dioxido de carbono. Los antibioticos que se
anaden como suplemento selectivo para Campylobacter  inhiben

considerablemente la flora acompanante.

Composicion:

Peptona-proteina 21.0 g/litro
Electrolitos 5.0 g/litro
Almidon soluble 1.0 g/litro

Agar-agar 13.0 g/litro (3)
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Preparacion:

Se disuelven 40 g/litro de agua, esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121°C,
dejar enfriar a 40-50°C, incorporar 50-70 ml de sangre de oveja recién obtenida y
desfibrinar. Luego anadir 1 frasco de suplemento selectivo para Campylobacter

por cada 200 ml de medio de cultivo y verter en placas. (9)

Incubacion:
24-48 horas en una atmosfera pobre en oxigeno y rica en dioxido de carbono

producida en una jarra para anaerobios. (9)

Suplemento selectivo para Campylobacter:
Es una mezcla de 3 antibioticos en forma liofilizada. Reprime el crecimiento de
microorganismos acompanantes de origen fecal durante el desarrollo de especies

de Campylobacter. (9)

Composicion (cada frasco):

Vancomicina 2.0 mg
Polimixina 50.0 mg
Trimetoprim 1.0 mg (3)
Preparacion:

Cada frasco de liofilizado se disuelve en el mismo frasco original con 2 ml de agua

destilada. (9)

Para incorporar éste suplemento al Agar selectivo para Campylobacter, se mezcla
1 frasco disuelto del suplemento por cada 200 ml del Agar selectivo para
Campylobacter estéril y enfriado pero aun en estado fluido, mezclando

homogéneamente. (9)
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3.2.9.2.2 Método de Filtracion para la deteccion de Campylobacter en
heces

Desde Dekeyser et al (Estados Unidos, 1972) se ha utilizado la técnica de
filtracion para demostrar la presencia de Campylobacter en heces de pacientes

con diarrea, ayudando a aclarar que la enteritis por Campylobacter es comun.

(3)

El método se basa en la separacion del Campylobacter del resto de la flora
microbiana presente en las heces como son los coliformes, quedando éstos
retenidos en la superficie de la membrana de celulosa de 0.45 o 0.66micras. Las
células de Campylobacter por tener un bajo diametro, logran traspasar la
membrana y van a depositarse sobre un medio enriquecido con sangre que
actuara como sustrato para su crecimiento. De esta manera se obtiene un
cultivo puro, lo que reemplaza a la adicion de antibiéticos para eliminar la flora

acompanante. (5)

e  Agar sangre (base):

Se usa para el aislamiento y cultivo de diversos microorganismos, principalmente
patogenos exigentes, y para su determinacion. Su abundante base nutritiva
ofrece condiciones optimas de crecimiento. Su pH de 6.8 es especial para la
conservacion de los eritrocitos y para la formacion de halos hemoliticos claros.
Por calentamiento, después de la adicion de sangre se obtiene el Agar sangre

cocida o Agar chocolate. (9)

Composicion:

Sustrato nutritivo (extracto de corazon y peptonas) 20.0 g/litro
Cloruro sédico 5.0 g/litro
Agar-agar 15.0 g/litro

Aditivo: sangre 50-80 ml/litro (3)
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Preparacion:

Se disuelven 40g en un litro de agua destilada, se lleva a ebullicion hasta disolver
completamente. Agitar y esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C, dejar
enfriar a 45-50°C. Incorporar 5-8% de sangre de oveja recién obtenida y
desfibrinada y verter en placas de petri. Almacenar en refrigeracion. Tiempo

maximo para su uso 3 meses. (9)

o Membranas o filtros de Nitrocelulosa:
Su composicion es una mezcla biolégica de Acetato de celulosa y Nitrato de

celulosa. (10)

La utilizacion de filtros permite el pasaje del Campylobacter por ser una bacteria
tan pequena en comparacion al resto de bacterias de la flora normal entérica que
no logran pasar dichos filtros.

Seguido del cultivo en un medio no selectivo como el agar sangre, representa un
avance muy importante en el aislamiento del Campylobacter, siendo actualmente

el método mads recomendado. (7)

Procedimiento:

Depositar de forma aséptica con una pinza los filtros estériles de nitrocelulosa de
0.45micras sobre la superficie del medio de cultivo. Realizar una suspension de
materia fecal en solucion fisiologica o caldo nutritivo y con una micropipeta o
pipeta Pasteur, depositar de 100 a 200 microlitros sobre la membrana, evitando
que se derrame o salpique sobre el medio de cultivo. Dejar que se filtre y
recargar los filtros nuevamente. Una vez que se ha secado la suspension sobre el
filtro, levantarlo con la pinza y desecharlo. Colocar las placas en una jarra para
incubar en microaerofilia a 42-43°C durante 24-48 horas. La incubacion debe
prolongarse hasta 7 dias antes de dar por negativa una muestra. Al obtener
colonias sospechosas de Campylobacter, continuar con los métodos de

identificacion y tipificacion. (5)
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3.2.9.3 Atmosfera de Incubacion
Algunos de los métodos para obtener una atmoésfera de incubacion adecuada

para el desarrollo del Campylobacter son:

a) Reemplazo de una atmosfera normal por una mezcla de gases apropiada:

se retira el aire contenido en la jarra anaerdobica con una bomba de vacio y se
reemplaza por una mezcla que contenga 85% de nitrogeno, 10% de dioxido de
carbono y 5% de oxigeno. Algunas especies como Campylobacter hyointestinalis

requiere hidrogeno para crecer. (5)

b) Sobres generadores de gases especiales para Campylobacter: son sobres

que aportan una atmosfera aproximada de 5-10% de oxigeno y 5-12% de dioxido
de carbono. Estos se colocan dentro de la jarra anaerdbica produciendo las

condiciones microaerobicas apropiadas. (5)

c) Sobres generadores de hidrogeno y oxigeno para anaerobiosis: se pueden

usar solo si tienen como reaccionante el hidruro de boro y sodio, y si se retira de
la jarra el catalizador de paladio. Su uso no es recomendable por el peligro de

explosion que representa el hidrogeno remanente en la jarra. (5)

d) Jarra con vela: la combustion de la vela logra una atmosfera aproximada

de 17-19% de oxigeno y 2-4% de dioxido de carbono. Para el crecimiento de
Campylobacter usando éste sistema mejora si se incluye en el medio de cultivo el
suplemento FBP que aumenta aproximadamente 10 veces la aerotolerancia del
microorganismo. Se debe tomar en cuenta que al usar jarra con vela se pierde

del 5-10% de cultivos positivos. (5)

- Sistema Campylobacter (generador de condiciones microaeroéfilas)
Generan condiciones microaerofilas en jarras de metal o plastico. Componente

activo: acido ascorbico. Hay sobres para jarras de 2.5 y 3.5 litros. (1)
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Al colocar una bolsa del Sistema Campylobacter en una jarra cerrada el oxigeno
atmosférico dentro de la jarra es rapidamente absorbido con la generacion
simultanea de di6éxido de carbono, produciéndose las condiciones microaerobicas

apropiadas. No necesita un catalizador ni agua para activar la reaccion. (1)

La reaccion de oxigeno con el acido ascorbico es exotérmica por lo que la
temperatura de la bolsa puede llegar a 65°C.

Indicaciones:

. Colocar las placas de petri con el medio inoculado dentro de la jarra.

e  Abrir el sobre del Sistema Campylobacter y retirar la bolsa de papel.

e Inmediatamente colocar la bolsa de papel de CampyGen dentro de la jarra y
cerrar la jarra en menos de 1 minuto. Tan pronto como la bolsa de papel es
expuesta al aire se inicia la reaccion, y por eso la importancia que la jarra sea
cerrada en menos de 1 minuto. La exposicion de la bolsita por mas de 1 minuto
resultara en pérdida de reactividad y no se alcanzaran las condiciones
microaerobicas dentro de la jarra.

o Después del tiempo de incubacion apropiado, retirar las placas de petri y

examinar el crecimiento de colonias. (1)

Si se necesita volver a incubar debera utilizarse una bolsa nueva. (1)

3.2.9.4 Evaluacion de las placas

Idealmente las placas deben examinarse a las 48 horas de incubacion, pero si el

caso lo requiere puede hacerse a las 18-24 horas.

Las colonias sospechosas pueden observarse planas, no hemoliticas, de aspecto

acuoso, color grisaceas y bordes irregulares. (5)
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3.2.9.5 Identificacion presuntiva

Examen directo v coloracion de Gram:

Los frotis de heces tenidos con Gram utilizando fucsina fenicada (carbolfucsina)
como colorante de contraste, puede manifestar la presencia de bacilos Gram-
negativos, finos y curvos con su forma de S, W o alas de gaviota caracteristica.

(2,5,6)

Las improntas de intestino de cerdo con enteritis proliferativa, tenidas con
tinciones argénticas como la tincion de Warthin-Starry y una tincién acido
resistente, muestran los bacilos finos y curvos en el interior de las células que

revisten la porcion afectada del intestino. (2)

Microscopia:

Observacion de muestras fecales recientes (2 primeras horas de evacuacion) bajo
campo oscuro u otra iluminaciéon contrastante, buscando el movimiento rapido y

la forma caracteristica. Esto permite un diagnéstico presuntivo rapido. (5,6)

Prueba de Oxidasa:

Tira de prueba con una zona reactiva para la identificacion de citocromo oxidasa

en microorganismos. (13)

La prueba se realiza usando la masa bacteriana de una colonia pura o bien una
suspension bacteriana densa. Usando un asa bacteriologica se toma la muestra
y se coloca sobre la zona reactiva. Después de 20-60 segundos se compara la
tira de prueba con la escala de color que proporciona el fabricante. Si las
bacterias son oxidasa-positiva el area donde se coloco la muestra mostrara un
color azul o purpura; si es oxidasa-negativo mostrara un color crema, beige o

café muy claro. (13)
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Prueba de Catalasa:

Se coloca una asada del cultivo sobre un portaobjetos limpio y luego se agrega
una gota de peroxido de hidrogeno al 3%. Una reaccion positiva se evidencia por
la formacion de burbujas por la liberacion de oxigeno a partir de la reduccion del

peroxido de hidrogeno. (3,5)

3.2.9.6 Identificacion final

Crecimiento a 42-43°C y a 25°C:

Suspender al microorganismo en solucion fisiologica estéril y sembrar 0.5ml de la
suspension en dos tubos con caldo Brucella, placas de agar sangre o medios para
Campylobacter, incubar un tubo o placa a 42-43°C y el otro a 25°C. Observar a

las 48 horas si hubo o no crecimiento. (5)

Sensibilidad al acido nalidixico v cefalotina

La suspension anterior se siembra con hisopo sobre la superficie de una placa de
agar sangre o medio para Campylobacter, luego se coloca un disco de acido
nalidixico de 30 microgramos y un disco de cefalotina de 30 microgramos.
Incubar por 48 horas y observar si hay halo de inhibicion o no, y asi determinar

si la cepa es sensible a los antimicrobianos estudiados. (5)

Hidrolisis del hipurato

Esta prueba se basa en la accion de la enzima hipuricasa sobre el hipurato de
sodio lo que produce glicina y acido benzoico. La reaccion del reactivo
(ninhidrina) produce una coloracion azul-violeta en contacto con la glicina.

Suspender una asada de la cepa en 400 microlitros de una soluciéon de hipurato
de sodio al 1%. Luego incubar a 37°C durante 2 horas, agregar 200 microlitros
de solucion de ninhidrina al 3.5% en acetona-butanol 1:1 por la pared del tubo y
dejar reposar por 10 minutos a 37°C. La aparicion de una coloracion azul-violeta
indica una reaccion positiva, revelando la presencia de glicina, producto final de

la hidrolisis del hipurato. (5)



23

Produccion de acido sulfhidrico

La reaccion se basa en la liberacion de acido sulfhidrico por la accion de la
enzima cisteina desulfhidrasa sobre los aminoacidos que contienen azufre.

Se determina depositando una asada en el centro de la columna del tubo del
medio para H>S (medio de Lior). Los tubos se coloca en Bano Maria a 37°C por 2
horas. La aparicion de una coloracion negra alrededor del inéculo indica una

reaccion positiva. (5)

Crecimiento en glicina al 1%

Sembra 0.1ml de suspension en un tubo de agar Brucella semisolido con 1% de
glicina y rojo neutro como indicador. Incubar durante 3-5 dias a 37°C en
microaerofilia. Observar si se forma una delgada linea de desarrollo por debajo

de la superficie. (5)

Crecimiento en NaCl al 3.5%

Sembrar 0.1ml de suspension en un tubo con agar Brucella semisélido con 3.5%
de cloruro de sodio y rojo neutro como indicador. Incubar 3-5 dias a 37°C en
microerofilia. Observar si se forma una delga linea de desarrollo por debajo de la

superficie. (5)

Hidroélisis de indoxil acetato

Se basa en la hidrolisis del indoxil acetato por medio de esterasas bacterianas,
las que actuan sobre el substrato produciendo la liberacion de indol.

Se preparan discos de indoxil acetato por adicion de S50 microlitros de una
solucion al 10% de acetona a discos Standard y dejando secar al aire. Guardar a
4°C en un envase con desecante (silicagel) y al abrigo de la luz. Se adiciona una
o varias colonias del microorganismo sobre un disco y se agrega una gota de
agua; o bien suspender una o varias colonias en 0.3ml de agua destilada estéril
y agregar el disco. La lectura en ambos casos se hace observando si aparece un

color azul entre 10 y 15 minutos después, indicando ésto la hidroélisis. (5)
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Hidroélisis de 2,3,5 cloruro trifeniltetrazolium

Esta prueba se utiliza como complementaria cuando hay dudas con la prueba de
hidroélisis del hipurato para diferenciar entre C. jejuni y C. coli.

Cortar tiras de papel filtro de 7 x 1 cm. impregnadas con una solucion de sal de
tetrazolium en agua destilada al 4%. Secar las tiras a 60°C y guardar a 5°C en
un frasco oscuro. Se prepara la cepa y el medio como se hace para la
sensibilidad al acido nalidixico sustituyendo el disco por la tira impregnada con
la sal de tetrazolium. Después de haberse incubado por 24-48 horas a 37°C en
microaerofilia se observa si ha habido o no inhibicion del crecimiento. Si se
produce crecimiento bacteriano éste se observa metalizado amarillento por

reduccion de la sal de formazan. (5)

Propiedades para identificacion de especies de Campylobacter:

C.jejuni C.coli C.hyointestinalis |C.mucosalis C.lari C. fetus
Catalasa + + + _ + ¥
Oxidasa + + + + + +
H2S +/- - + i -
Requerimiento Hz - - Vv + - R
Crecimiento en:
-Glicina al 1% + + + - ?
-NaCl al 3.5% - - - - -
Hidroélisis de:
-hipurato + - - - - -
-indoxilacetato + + - - - -
Sensibilidad a:
-Ac. Nalidixico S S R R
-Cefalotina R R S R S
Crecimiento a:
25°C - - + - - +
37°C + + + + + +
42-43°C + + A% + + -

V=variable, R=resistente, S=sensible (2,3,5,14)
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IV MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Recursos humanos

. Estudiante investigador.

. Médicos Veterinarios propietarios de clinicas privadas de la ciudad de
Guatemala y su personal.

. Médico Veterinario responsable de la consulta externa del Hospital
Veterinario de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala (FMVZ, USAC)

- Médico Veterinario encargado del Departamento de Microbiologia de la
FMVZ, USAC)
. 3 asesores de tesis.

4.1.2 De laboratorio

. Campana bacteriologica de flujo laminar

" Mechero

. 46 Placas de petri con agar sangre

- 46 Filtros MILLIPORE (MF Membrane filtres) de 0.45micras HA
. 10 CampyGen sobres (sistema Campylobacter)
. 9 Tiras de Bactident Oxidase

" Pinzas estériles

. 46 Pipetas de 1ml estériles

. Recipiente con alcohol etilico

. Jarra de Brewer sin el catalizador

. Agitador Vortex

. Asa bacteriologica

. Gradilla

. Portaobjetos

. Bandeja para hacer tincion de Gram



Cristal Violeta
Lugol

Alcohol acetona
Fucsina

Agua

Agua destilada
Aceite mineral
Papel absorbente
Microscopio
Incubadora a 42°C
Refrigeradora
Reloj

Masking tape
Marcador permanente
Bata blanca

Camara fotografica

4.1.3 De campo

Hisopos estériles

Tubos de ensayo con medio de transporte
Hielera con hielo

Refrigeradora

Vehiculo

Masking tape

Marcador

Hojas de registro de datos

Hoja informativa para las clinicas
Lapicero

Teléfono

26
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4.1.4 De tipo biolégico
= Perros de cualquier edad, raza y sexo, con sintomatologia clinica de
diarrea.

* 46 muestras fecales de perro

4.1.5 Centros de referencia

. Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ, USAC

. Hospital de la FMVZ, USAC

= Biblioteca de la FMVZ, USAC

- Biblioteca Central de la Universidad del Valle de Guatemala
. Internet

4.2 METODOS

4.2.1 Diseno del estudio:

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo de corte transversal, que consistié en
tomar muestras directas de heces de perros de cualquier edad, raza y sexo que
presentaron sintomatologia clinica de diarrea. El muestreo se realizo en clinicas

veterinarias ubicadas en diferentes puntos de la ciudad de Guatemala.

Al Médico Veterinario encargado de cada clinica se le entregaron varios tubos de
ensayo con medio de transporte (estando éstos en refrigeracion en todo
momento), hisopos estériles y una hoja en donde se indicaron los pasos a seguir
para tomar la muestra, datos que se necesitaban del paciente y numeros
telefonicos a donde podian llamar e informar que tenian un paciente o muestras

almacenadas (ver anexo 1).

Dichas muestras fueron sembradas utilizando el método de Filtracion en agar
sangre usando la membrana de Nitrocelulosa de 0.45micras HA, luego incubadas

en un medio microaerofilo y finalmente analizadas con tiras de Bactident Oxidase
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para identificar presencia de citocromo oxidasa y microscopicamente utilizando

tincion de Gram para identificar los bacilos por su forma caracteristica.

4.2.2 Tamano de la muestra:
Por ser uno de los objetivos encontrar la bacteria no importando su prevalencia,
el muestreo se realizo en un periodo de 3 meses no tomando en cuenta un

numero especifico de muestras.

4.2.3 Toma de la muestra:
Las muestras fueron tomadas por el Médico Veterinario encargado de la clinica,

personal técnico de la clinica o el estudiante investigador.

Utilizando un hisopo estéril se tomo6 la muestra de heces directamente del recto
del paciente; luego el hisopo se introdujo de forma adecuada dentro del tubo de
ensayo con medio de transporte, el cual estuvo en refrigeracion antes y después
de haberse tomado la muestra. La cantidad de la muestra tomada fue siempre
significativa (de regular a abundante). En algunos casos se utiliz6 mas de un

hisopo por paciente y se introdujo en un solo tubo.

Las muestras fueron tomadas antes de haberse iniciado algun tratamiento

antibiotico en el paciente.

Cada muestra fue identificada y se registraron datos del paciente como nombre,
edad, raza, sexo, signos, zona donde reside y clinica donde se atendio

(ver anexo 2).

Las muestras fueron transportadas en una hielera con hielo y llevadas al
Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ, USAC, para su siembra y analisis. El
proceso de siembra se inicio en un lapso de tiempo no mayor de 24 horas
después de tomada la muestra (tiempo maximo que indico el laboratorio para que

la muestra no sufriera ninguna alteracion).
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4.2.4 Procedimiento de laboratorio:

Las muestras se trabajaron en el Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ, USAC,

Campus central.

Las muestras fueron trabajadas bajo una campana bacteriologica de flujo

laminar para mantener el medio libre de contaminantes.

El método que se utilizo fue el de Filtracion en agar sangre utilizando la

membrana de Nitrocelulosa de 0.45micras HA. El procedimiento que se realizo

con cada una de las muestras fue el siguiente:

Con una pinza estéril se coloco una membrana de Nitrocelulosa sobre el
agar sangre dentro de una placa de petri.

Se homogenizo la muestra utilizando el agitador Vortex y con una pipeta
estéril de 1ml se extrajo 0.2ml de la mezcla y se colocéo sobre la
membrana. Se esper6 aprox. 10 minutos hasta que la mezcla se filtrara
totalmente.

Con una pinza estéril se retiré y desech6 la membrana.

Se tapo e identifico la placa de petri y se colocoé junto con un sobre de
CampyGen dentro de una jarra de Brewer sin catalizador. Dentro de
cada jarra se colocaron aproximadamente de 3 a 5 muestras al mismo
tiempo.

Se incubaron a 42°C por 48 horas.

Al final se observo si hubo crecimiento de colonias caracteristicas de

Campylobacter sp.
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En los medios de cultivo donde si hubo crecimiento de colonias caracteristicas se
realizaron dos procedimientos:
1. Se realiz6 Tincion de Gram utilizando fucsina fenicada como colorante de
contraste, para identificar los bacilos finos en forma de gaviota.
2. Con el asa bacteriologica se aplico una pequena muestra de la colonia
sobre una tira de Bactident Oxidase para identificar la presencia de
citocromo oxidasa, ya que las bacterias de Campylobacter sp. son oxidasa

positivo.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la presencia de Campylobacter sp. en perros con sintomatologia
clinica de diarrea que asistan a clinicas veterinarias de la ciudad de Guatemala,

se utilizaron Ginicamente los resultados obtenidos del analisis de las muestras.

Para establecer los determinantes epidemiologicos del huésped en la ocurrencia
de la enfermedad (raza, edad y sexo) se utilizo estadistica descriptiva, cuadros y
graficas; y para evaluar la relacion que existe entre la presencia de la bacteria y
dichos determinantes epidemiologicos, se realizo la Prueba de Independencia de

Chi? con un nivel de significancia del 5%.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras fueron analizadas utilizando el método de Filtracion en agar sangre
con membrana de Nitrocelulosa de 0.45micras HA, e incubadas por 48 horas en
un medio microaerofilo a 42°C. Se obtuvo un 19.6% de muestras positivas a
Campylobacter sp. Se pudo observar el crecimiento de colonias caracteristicas:
en forma de pequenas gotas, planas, no hemoliticas, color gris y de aspecto

cremoso. (Ver cuadro No.1 y grafica No.1)

Con el método de filtracion utilizado se logré obtener un cultivo puro de
Campylobacter sp. sin necesidad de la adicion de antibidticos inhibitorios de flora
acompanante, ya que el diametro de los poros de la membrana filtrante permite
Unicamente el paso de bacterias muy pequenas como es el caso de
Campylobacter sp., separandolo del resto de bacterias de la flora microbiana
normal presente en las heces, que por su diametro no logran pasar dicho filtro.
Actualmente es el método mas recomendado para el aislamiento de

Campylobacter sp. (7).

Como otro método de identificacion, se les realizé a los 9 cultivos positivos
Coloracion de Gram con fucsina fenicada como colorante de contraste. En todos
se pudo observar abundantes bacilos finos curvos, algunos en forma de S y otros

en forma de alas de gaviota caracteristico del Campylobacter sp. (ver cuadro No.2)

Por ultimo se realiz6 la prueba de Oxidasa ya que el Campylobacter sp. es oxidasa
positivo. Las 9 muestras positivas a las pruebas anteriores colorearon de violeta
el area reactiva de las tiras de prueba indicando ser todas oxidasa positivas.

(Ver cuadro No. 3)

Las tres pruebas realizadas confirman el diagnostico de la presencia de
Campylobacter sp. en perros con sintomatologia clinica de diarrea en la ciudad de

Guatemala.
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La ausencia de diarrea no indica que el paciente esté libre de Campylobacter sp.
Segun Morgan, RV. (1999), pueden haber animales infectados que eliminan el
germen en las heces y no presentar sintomatologia clinica. Por ello sera

necesario realizar investigacion de la presencia de la bacteria en perros sanos.

A pesar que 7 de los 9 pacientes que resultaron positivos a Campylobacter sp. en
este estudio, tenian una edad menor a los 6 meses y eran principalmente
machos, el analisis estadistico de la Prueba de Independencia de Chi? que se
utilizo, determindé que no existe asociacion alguna entre la presencia del
Campylobacter sp. con la edad y sexo del paciente. (Ver cuadro No. 4 y 5,

grafica No. 2y 3).

Segun Ettinger, SJ. y Feldman, EC. (2002), los perros y gatos jovenes (menores
de 6 meses de edad) parecen ser mas susceptibles a la infeccion y a presentar
enfermedad clinica, teniendo esto congruencia con la edad observada en los

pacientes positivo a Campylobacter sp. del presente estudio. (6)

Respecto a la raza de los pacientes positivos y por la naturaleza de los datos,
utilizando la misma prueba estadistica no se encontré asociacion entre la

presencia del Campylobacter sp. y la raza del paciente. (Ver cuadro No. 6)

El haber aislado Campylobacter sp. en perros de la ciudad de Guatemala por
medio del presente estudio, utilizando un método de diagnostico accesible y
efectivo, es un hallazgo de gran importancia en la Medicina Veterinaria de
nuestro pais ya que podra incluirse dentro del diagnoéstico como causante de
diarrea en mascotas. En Medicina Humana, utilizando dicho método de
diagnostico, sera mas facil aislar la bacteria a nivel de laboratorio e incluirse en
las pruebas bacteriologicas de rutina, y por ser el perro reservorio de la bacteria,
ahora se podran tomar en cuenta a las mascotas como una posible fuente de

infeccion en humanos de nuestro medio.
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VI. CONCLUSIONES

1. El119.6% de las muestras de heces de perros analizadas resultaron positivas a

Campylobacter sp.

2. La edad, raza y sexo del paciente no estan asociados con la presencia de

Campylobacter sp.

3. El meétodo de Filtracion en agar sangre utilizando la membrana de
Nitrocelulosa de 0.45micras HA. logra un cultivo puro de Campylobacter sp.,

sin necesidad de la adicion de antibioticos inhibitorios de flora acompanante.
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VII. RECOMENDACIONES

Incluir el aislamiento de Campylobacter sp. en las pruebas bacteriologicas de
rutina de laboratorios clinicos privados y publicos de Guatemala que

analizan muestras humanas.

Realizar una vigilancia epidemiologica puntual que indique la incidencia y

prevalencia de Campylobacter sp. en humanos y animales del pais.

A los Médicos Veterinarios que atienden clinica de especies menores, se
recomienda consideren al Campylobacter sp. como causante de diarrea en

mascotas.

Implementar el método de Filtracion en agar sangre utilizando membrana de
Nitrocelulosa para el aislamiento de Campylobacter sp., ya que evita la

utilizacion de medios de cultivo y suplementos especiales.

Realizar una investigacion para determinar la  presencia de

Campylobacter sp. en perros sanos en la ciudad de Guatemala.

Considerar las medidas de bioseguridad adecuadas con el manejo de

mascotas por parte de sus duenos, Médico Veterinario y personal técnico.
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VIII. RESUMEN

Con la finalidad de determinar la presencia de Campylobacter sp. en perros con
sintomatologia clinica de diarrea en la ciudad de Guatemala, para el presente
estudio se muestrearon 46 perros de diferente edad, raza y sexo, con
sintomatologia clinica de diarrea, que asistieron a diferentes clinicas veterinarias

de la ciudad de Guatemala.

Para el aislamiento del Campylobacter sp. se utilizo el método de Filtracion en
agar sangre usando la membrana de Nitrocelulosa de 0.45micras HA como filtro,
que logra separar el Campylobacter sp. del resto de bacterias de la flora
microbiana presente en las heces, sin necesidad de la adicion de antibioticos
inhibitorios de flora acompanante. Las muestras fueron incubadas en un medio
microaerofilo y analizadas con tiras reactivas para identificar presencia de
citocromo oxidasa ya que Campylobacter sp. es oxidasa positivo, y
microscopicamente se utilizo tincion de Gram para identificar los bacilos gram (-),

finos, curvos, en forma de alas de gaviota caracteristico de la bacteria.

Las tres pruebas realizadas confirman el diagnostico de la presencia de
Campylobacter sp. en perros con sintomatologia clinica de diarrea en la ciudad de

Guatemala, al haberse obtenido un 19.6% de muestras positivas.

Por medio de un analisis estadistico se determindé que la edad, raza y sexo del
paciente no estan asociados con la presencia de Campylobacter sp., a pesar que
la mayoria de pacientes que resultaron positivos a Campylobacter sp. eran

machos y tenian menos de 6 meses de edad.
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El haber aislado Campylobacter sp. en perros de la ciudad de Guatemala por
medio del presente estudio, utilizando un método de aislamiento accesible y
eficaz que evita la utilizacion de medios de cultivo y suplementos especiales, es
de gran importancia en la Medicina Veterinaria de nuestro pais ya que se podra
incluir dentro del diagnoéstico como causante de diarrea en mascotas. En
Medicina Humana es importante ya que sera mas facil aislarse la bacteria e
incluirse en las pruebas bacteriologicas de rutina, y por ser el perro reservorio de
la bacteria, se podran tomar en cuenta a las mascotas como una posible fuente

de infeccion en humanos de nuestro medio.
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Anexo 1

INSTRUCTIVO PARA LA TOMA DE MUESTRAS

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER SP. EN PERROS
CON SINTOMATOLOGIA CLINICA DE DIARREA EN LA CIUDAD DE
GUATEMALA

TOMA DE LA MUESTRA:

- Las muestras deberan ser heces de perros con diarrea de cualquier edad,
raza y sexo.

- Los tubos con el medio de transporte deberan mantenerse en
refrigeracion antes y después de haberse tomado la muestra.

- Para la toma de la muestra utilizar hisopos estériles.

- Tomar la muestra de heces directamente del recto del paciente.

- La muestra debera ser tomada antes de haberse iniciado algun
tratamiento antibiotico en el paciente.

- La cantidad de muestra debera ser significativa (de regular a abundante).

- Quebrar el hisopo y dejarlo dentro del tubo.

- Identificar el tubo con el nombre o nimero de ficha del paciente.

- La muestra dentro del medio podra estar un maximo de 24 horas.

Datos necesarios del paciente:
- Nombre
- Edad
- Raza
- Sexo
- Sintomas
- Zona donde reside.

VIVIANA SAENZ GALDAMEZ
TEL. 59152405, 54010339, 53178114

LLAMADAS
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No.
muestra

Clinica

Edad

Raza

Sexo

Zona
donde
reside

Signos

Forma
de
cultivo

Diagnoéstico
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Cuadro No. 1

en agar

sangre

43

Resultados obtenidos del analisis de muestras de heces de
perros con sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias
de la ciudad de Guatemala, utilizando para su analisis el método de Filtracion

Guatemala. 2007

con membrana de

Nitrocelulosa de

0.45micras HA.

No. Muestra Edad Raza Sexo Campylobacter sp.
1 2 meses Cocker Spaniel Macho Negativo
2 4 meses Pastor Aleman Macho POSITIVO
3 2 meses Golden Retriever Macho Negativo
4 2.5 meses Lhasa Apso Hembra Negativo
5 3.5 meses Shih-Tzu Macho Negativo
6 7 meses Labrador Retriever Macho Negativo
7 3 meses Cocker Spaniel Macho Negativo
8 S meses SRD Hembra Negativo
9 3.5 meses Cocher Spaniel Macho Negativo
10 2 meses French Poodle Macho Negativo
11 1 afio 9 meses Golden Retriever Macho Negativo
12 2 meses French Poodle Macho POSITIVO
13 1.5 meses Dachshunds Hembra Negativo
14 7 anos Basset Hound Macho Negativo
15 1 ano 1 mes SRD Macho Negativo
16 4 meses Basset Hound Hembra Negativo
17 3 meses Cocker Spaniel Hembra Negativo
18 3 meses Cocker Spaniel Hembra Negativo
19 1 ano 2 meses SRD Macho Negativo
20 4 meses SRD Macho Negativo
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21 7 anos Pastor Aleman Macho Negativo
22 10 afios Chow Chow Hembra Negativo
23 5 anos Pastor Aleman Macho Negativo
24 3 meses SRD Hembra POSITIVO
25 1 ano 6 meses SRD Macho Negativo
26 6 meses Cocker Spaniel Macho Negativo
27 3 meses French Poodle Macho POSITIVO
28 6 anos Silki Terrier Macho Negativo
29 1.5 meses Chihuahua Macho Negativo
30 2 anos SRD Macho Negativo
31 10 meses Akita Macho POSITIVO
32 1 aflo 7 meses Cocker Spaniel Hembra Negativo
33 2 meses Schnauzer Macho Negativo
34 2 meses Schnauzer Macho Negativo
35 2 meses Schnauzer Hembra POSITIVO
36 2 meses Basset Hound Hembra Negativo
37 2 meses Basset Hound Macho POSITIVO
38 2 meses Basset Hound Macho POSITIVO
39 2.5 meses French Poodle Macho Negativo
40 3 anos Cocker Spaniel Macho Negativo
41 8 meses Pastor Aleman Hembra Negativo
42 4 meses SRD Hembra Negativo
43 2.5 meses Shar-Pei Hembra Negativo
44 6 meses Labrador Retriever Hembra Negativo
45 7 meses SRD Hembra POSITIVO
46 2 meses Shih-Tzu Macho Negativo
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Cuadro No. 2 Resultados obtenidos del analisis de las muestras de heces de
perros con sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias
de la ciudad de Guatemala, y que resultaron positivas a Campylobacter sp. con
el método de Filtracion en agar sangre con membrana de Nitrocelulosa de
0.45micras HA, utilizando para su analisis Coloracion de Gram.
Guatemala. 2007

No. Muestra Diagnodstico de Campylobacter sp.

2 Positiva

12 Positiva
24 Positiva
27 Positiva
31 Positiva
35 Positiva
37 Positiva
38 Positiva
45 Positiva
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Cuadro No. 3 Resultados obtenidos del analisis de las muestras de heces de
perros con sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias
de la ciudad de Guatemala, y que resultaron positivas a Campylobacter sp. con
el método de Filtracion en agar sangre con membrana de Nitrocelulosa de
0.45micras HA, utilizando para su analisis tiras reactivas para la identificacion

de citocromo oxidasa. Guatemala. 2007

No. Muestra Resultado
2 Oxidasa positiva
12 Oxidasa positiva
24 Oxidasa positiva
27 Oxidasa positiva
31 Oxidasa positiva
35 Oxidasa positiva
37 Oxidasa positiva
38 Oxidasa positiva
45 Oxidasa positiva
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Cuadro No. 4 Resultados obtenidos del analisis de muestras de heces de
perros con sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias
de la ciudad de Guatemala, utilizando para su analisis tres pruebas

diagnosticas, segun la edad de los pacientes. Guatemala. 2007

PRESENCIA +
EDAD - TOTAL
Menores de 6 meses 7 21 28
Entre 6 y 12 meses 2 4 6
Mayores de 12 meses 0 12 12
TOTAL 9 37 46
Hipotesis nula (Ho): No existe asociacion entre la presencia de
Campylobacter sp. y la edad del paciente.
Hipotesis alternativa (Hi):Si  existe asociacion entre la presencia de

Campylobacter sp. y la edad del paciente.

Nivel de significancia: 5%
Grados de libertad: 2 (5.99)
Chi? total: 4.17

Decision: Se acepta la Hipotesis nula.
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Cuadro No. 5 Resultados obtenidos del analisis de muestras de heces de perros
con sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias de la
ciudad de Guatemala, utilizando para su analisis tres pruebas diagnoésticas,

segun el sexo de los pacientes. Guatemala. 2007

PRESENCIA +
SEXO = TOTAL

Hembras 3 13 16
Machos 6 24 30
TOTAL 9 37 46
Hipotesis nula (Ho): No existe asociacion entre la presencia de
Campylobacter sp. y €l sexo del paciente.
Hipotesis alternativa (Hi):Si  existe asociacion entre la presencia de

Campylobacter sp. y el sexo del paciente.

Nivel de significancia: 5%
Grados de libertad: 1 (3.84)
Chi? total: 0.0103

Decision: Se acepta la Hipotesis nula.
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Cuadro No. 6 Resultados obtenidos del analisis de muestras de heces de perros
con sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias de la
ciudad de Guatemala, utilizando para su analisis tres pruebas diagnoésticas,
segun la raza de los pacientes. Guatemala. 2007

PRESENCIA
M

+
1

TOTAL

Cocker Spaniel

Pastor Aleman

Golden Retriever

Lhasa Apso

Shih-Tzu

Labrador Retriever

SRD (sin raza definida)

French Poodle

Dachshunds

Basset Hound

Chow Chow

Silki Terrier

Chihuahua

Akita

Schnauzer

Shar-Pei

RINIOIFRIFIFIWFININININ|IFIN|W| oo

TOTAL

O O~ —OOOINIOININIOIO|IO|IO|I+|O

W
~J

NI I NI I E YL

Hipotesis nula (Ho):
Hipotesis alternativa (Hi):

Nivel de significancia:
Grados de libertad:
Chi? total:

Decision:

No  existe relacion entre la  presencia

Campylobacter sp. y la raza del paciente.
Si  existe asociacion entre la
Campylobacter sp. y la raza del paciente.
5%

15 (29)

8.43

Se acepta la Hipoétesis nula.

presencia

de

de
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Grafica No. 1 Resultados de la presencia de Campylobacter sp. en muestras de
heces de perros con sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas

veterinarias de la ciudad de Guatemala. 2007.
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Grafica No. 2
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Edad de los perros positivos a Campylobacter sp., con

sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias de la
ciudad de Guatemala. Guatemala. 2007

Casos positivos
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Grafica No. 3
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Sexo de los perros positivos a Campylobacter sp., con

sintomatologia clinica de diarrea que asistieron a clinicas veterinarias de la
ciudad de Guatemala. Guatemala. 2007

Casos positivos
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