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CORRELACION ENTRE LA TINCION GRAM INTERRUMPIDA Y EL CULTIVO
CON FILTROS CON LA TECNICA DE LA Klebsiella EN LA IDENTIFICACION
PRESUNTIVA DE Campylobacter sp. EN MUESTRAS DE HECES DE NINOS
DE UN HOSPITAL NACIONAL DE LIMA EN EL PERIODO JULIO 2015 A
JUNIO 2016

Resumen

En la actualidad Campylobacter sp. es uno de los agentes etiolégicos mas co-
munes de enfermedades diarreicas de transmision alimentaria ademas de ser
una zoonosis de distribucion mundial. El espectro clinico de la enteritis por
Campylobacter va desde diarrea acuosa, sin sangre a sindrome disentérico con
dolor abdominal y fiebre, tipicamente autolimitada e indistinguible de infeccio-
nes gastrointestinales causadas por otros enteropatdgenos. El objetivo del pre-
sente estudio es determinar la correlacion de tincion Gram interrumpida y el
cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en la identificacion presuntiva
de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de un Hospital Nacional
de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio del 2016. Es de tipo no experimental,

y disefo transversal correlacional descriptivo.

Se evaluaron 414 muestras de heces obtenidas de pacientes pediatricos con
reaccion inflamatoria positiva en el periodo comprendido entre Julio del 2015 y
Junio del 2016 en el laboratorio del Hospital Alberto Sabogal Sologuren obte-
niendo 43 casos positivos (10.4%) para Campylobacter sp ademas se encon-
tr6 una sensibilidad del 46,5% y una especificidad del 99,2% de la Tincién
Gram Interrumpida. La sensibilidad de la tincion Gram interrumpida fue baja;
pero junto con el cultivo se puede incrementar Yy asi utilizarla como una estra-
tegia de bajo costo en el diagndstico de infecciones diarreicas producidas por
Campylobacter sp.

Palabras clave: Campylobacter sp. , gram interrumpido, enfermedad diarreica.
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CORRELATION BETWEEN INTERRUPTED GRAM STAINING AND CULTI-
VATION WITH FILTERS WITH THE TECHNIQUE OF THE Klebsiella IN THE
PRESUMPTIVE IDENTIFICATION OF Campylobacter sp. IN SHOWS OF
CHILDREN FROM A NATIONAL HOSPITAL OF LIMA IN THE PERIOD JULY
2015 TO JUNE 2016

Summary

Currently Campylobacter sp. It is one of the most common etiological agents of
diarrheal diseases of food transmission as well as being a zoonosis of world-
wide distribution.The clinical spectrum of Campylobacter enteritis ranges from
watery diarrhea, without blood, to dysenteric syndrome with abdominal pain and
fever, typically self-limited and indistinguishable from gastrointestinal infections
caused by other enteropathogens. The aim of the present study is to determine
the correlation of interrupted gram staining and culture with filters with the
Klebsiella technique in the presumptive identification of Campylobacter sp. in
samples of feces of children of a National Hospital of Lima in the period July
2015 to June 2016. It is of non-experimental type, and descriptive correlational
crosssectional design.414 stool samples obtained from pediatric patients with
positive inflammatory reaction in the period between July 2015 and June 2016
in the laboratory of the Alberto Sabogal Sologuren Hospital were evaluated,
obtaining 43 positive cases (10.4%) for Campylobacter sp plus a sensitivity was
found 46.5% and a specificity of 99.2%. The sensitivity of the interrupted gram
staining was low; but along with the culture with can be increased and so use it
as a low cost strategy in the diagnosis of diarrheal infections caused by Cam-

pylobacter sp.

Key words: Campylobacter sp., Gram interrupted, diarrheal disease.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

A nivel mundial las bacterias Campylobacter son una de las principales causas
de enfermedades diarreicas de transmision alimentaria del ser humano y las
MAas comunes causantes de gastroenteritis. En los paises industrializados co-
mo subdesarrollados provocan mas casos de diarrea que la Salmonella trans-
mitida por los alimentos. Debido a su elevada incidencia, asi como a su dura-
cion y posibles secuelas, la diarrea por Campylobacter tiene gran importancia
desde una perspectiva socioeconémica y en paises como el nuestro, las infec-
ciones por Campylobacter son muy frecuentes y en ocasiones mortales sien-
do los niflos menores de dos afios los mas afectados.! Se estima que cada afio
las enfermedades diarreicas de transmision alimentaria o hidrica se cobran 2,2
millones de vidas.?

En América del Sur en las ultimas décadas las especies termotolerantes de
Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C.lari, y mas recientemente C. upsaliensis)
han adquirido gran importancia en la salud publica, particularmente como agen-
tes de diarrea infecciosa para el ser humano.3Teniendo como fuentes de infec-
cion los alimentos (leche, aves poco cocidas),el contacto con animales o per-
sonas infectadas y sus excretas ,siendo estas mas frecuentes en las estacio-
nes de verano y principios de otofio.*

En el Perd segun el Ministerio de Salud (MINSA) nos muestra que en el afio
2013 hemos tenido 974 casos reportados de Enteritis debido a Campylobacter
siendo el 58.9 % nifios de 0 a 11 afios y en el afio 2014 con 792 casos repor-

tados siendo 58.3 % nifios de 0 a 11 afos, teniendo en cuenta estos datos nos
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damos cuenta que la poblacién vulnerable de mayor prevalencia es la infantil,
por tanto se necesita reducir estas cifras mediante actividades de promociény
prevencion de la salud a nivel familiar y escolar.’

Las diarreas son el resultado de una invasion bacteriana principalmente, la cual
es una respuesta inmunoldégica del huésped frente a la infeccion .En la actuali-
dad existen diferentes métodos de identificacién bacteriana pero a su vez estas

resultan ser costosas , de tal forma optamos por la tincibn Gram interrumpida,

3

una prueba rapida, simple y econémica; creada por el Dr. Zerpa ,*° para la de-

teccién de Campylobacter sp., y con su uso rutinario en los laboratorios clinicos
surgen algunas interrogantes sobre las diferencias que existen en los resulta-
dos obtenidos de la tincion Gram interrumpida frente al cultivo con filtro usando
el método de la Klebsiella la misma que también fue creada por el Dr. Zerpa.
Es por ello que la presente investigacion trata sobre la correlacion que existe
entre la tincion Gram interrumpida y el cultivo con filtros usando el método de la

Klebsiella, en las poblaciones vulnerables como los nifios.

1.2 Formulacion del problema.

Problema general.

¢ Existe correlacion entre la tincion Gram interrumpida y el cultivo con filtros con
la técnica de la Klebsiella en la identificacion presuntiva de Campylobacter sp.
en muestras de heces de nifios de un Hospital Nacional de Lima en el periodo

julio 2015 a junio 20167?

13



Problemas especificos.

v ¢ Cual es la sensibilidad y especificidad de la tincion Gram interrumpida res-
pecto al cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en la identificacion
presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de un Hos-
pital Nacional de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 20167

v ¢ Cual es el valor predictivo positivo y negativo de la tincion Gram interrumpi-
da respecto al cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en la identifi-
cacion presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de
un Hospital Nacional de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 20167?

v ¢ Cual es el nivel de correlacidon entre la tincion Gram interrumpida y el culti-
vo con filtros con la técnica de la Klebsiella en la identificacion presuntiva de
Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de un Hospital Nacional

de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 20167

1.3 Justificacion.

La Campylobacteriosis es una enfermedad tanto diarreica como sistémica y
se encuentra entre las causas infecciosas de mayor distribucion mundial. Ade-
mas se constituye como la principal zoonosis causante de enteritis en huma-

nos.®

En el Peru la morbilidad por Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) practicamente
no ha sufrido cambios significativos. Las enfermedades infecciosas intestinales
representan un 7% del total de motivos de consulta. Esta situacién se debe
principalmente a la persistencia de condiciones relacionadas a pobreza: defi-

ciente saneamiento basico y desnutricion, sobretodo de la nifiez.”
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Ademas de las afecciones gastrointestinales, actualmente se reconoce al
Campylobacter jejuni como la causa bacteriana mas frecuente de sindrome de
Guillian- Barré (SGB), presentando patologias neuronales como la polineuropa-
tia desmielinizante inflamatoria aguda y neuropatia axial aguda y también se
han asociado con la presentacién del sindrome de Reiter, también conocida

como artritis reactiva, que involucra signos de artritis, conjuntivitis y afecciones

del tracto urinario y genital.?

Hoy en dia existen algunos métodos para la identificacion bacteriana, como la
tincion gram interrumpida que se realiza utilizando cristal violeta como coloran-

te , este nos permite observar la morfologia bacteriana y obtener un diagnostico
presuntivo rapido .>° También, como método de diagndstico de laboratorio se

puede usar el cultivo microbiolégico selectivo de las muestras fecales lo cual
permite la identificacion presuntiva del germen, pero a la vez genera altos cos-
tos institucionales e impide la masificacion de la prueba en los diversos esta-

blecimientos de salud.

Sin embargo, existe como alternativa para la identificacibn presuntiva de
Campylobacter sp., un medio no selectivo como el agar sangre y un filtro de
0,45 um el cual debido al tamafio de los poros solo permite el pasaje de la bac-
teria buscada y reteniendo los gérmenes de la flora intestinal no deseados, jun-
to con la técnica de la Klebsiella o técnica de Zerpa reemplazamos el uso de
sobres generadores de gas y disminuimos los costos operativos ,ademas es de

facil inclusiéon dentro de los diferentes laboratorios.

En el Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren, se recibe pacientes por el

servicio de emergencia pediatrica, con sintomatologia gastrointestinal, por lo
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que se requiere realizar un diagndstico precoz y preciso, que permita un mane-
jo inmediato y de la instauracion de tratamiento adecuado de la enfermedad de

parte del clinico.

Para realizar el estudio, se solicita al paciente una muestra de heces frescas en
un recipiente estéril, a la cual se le realiza un estudio microscopico de la mues-
tra llamada reaccion inflamatoria en heces, luego si ésta es positiva se realiza
la tincibn Gram interrumpida, para luego proceder a la realizacion del cultivo

microbioldgico y posterior identificacion presuntiva del germen.

Conocedores de que la mejor herramienta de diagndstico de laboratorio es el
cultivo microbiolégico de la muestra en la busqueda del agente causal, y a la
vez de las dificultades de aislamiento debido a sus los altos costos que estos
medios tienen, nos permitimos evaluar y comparar la técnica del Gram inte-
rrumpida con el cultivo con filtros en muestras de heces con reaccion inflamato-
ria positiva, para identificar presuntivamente a Campylobacter y asi obtener
una mejor capacidad de respuesta del laboratorio que permita un manejo mas
rapido y con bajos costos, para que el clinico pueda tomar una mejor decisién

terapéutica antimicrobiana en estos pacientes.
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1.4. Objetivos

1.4.1 Objetivo general

e Determinar la correlacién de la tinciébn Gram interrumpida y el cultivo con
filtros con la técnica de la Klebsiella en la identificacion presuntiva de
Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de un Hospital Na-

cional de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 2016.

1.4.2 Objetivos especificos

e Calcular la sensibilidad y especificidad de la tincion Gram interrumpida
respecto al cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en la identifi-
cacion presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios

de un Hospital Nacional de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 2016.

e Calcular el valor predictivo positivo y negativo de la tincion Gram inte-
rrumpida respecto al cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en
la identificacion presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de heces
de nifios de un Hospital Nacional de Lima en el periodo Julio 2015 a Ju-

nio 2016.

e Establecer el nivel de correlacion entre la tincion Gram interrumpida y el
cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en la identificacion pre-
suntiva de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de Hospi-

tal Nacional de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 2016.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Gonzalez y Sanz (2013) realizaron un estudio prospectivo sobre la Incidencia y
sensibilidad de Campylobacter jejuni en pacientes pediatricos, aislando en 154
pacientes al Campylobacter. Se encontr6 66% de positivos para C. jejuni. 9
pacientes con aislamiento de C. jejuni (9%) eran inmunodeficientes, 5 cepas de
C. jejuni (5%) fueron resistentes a eritromicina y 89 a ciprofloxacino (88%). Se

obtuvieron hemocultivos de 19 pacientes con aislamiento de C. jejuni en heces

(19%) de éstos, solo 1 tuvo bacteriemia por C. jejuni .’

Patifio L. (2002) hizo un estudio comparativo, descriptivo, transversal: “Estudio
comparativo entre la microscopia y el método de cultivo con microfiltros para la
identificacion del Campylobacter sp. en muestras fecales, 2002”, se estudiaron
303 muestras fecales, habiendo encontrado Campylobacter en 19 muestras
(6.27%) con el método de cultivo con filtro y 11 muestras (3.63%) por medio de
tincion de vago por frotis. No se encontrd asociacion significativa entre el sexo

0 procedencia de los pacientes, pero si con el grupo etario, siendo este el gru-

po menor de un afio.!°.

Hurtado y Rojas (2008) realizaron un estudio sobre Incidencia de Campylobac-
ter sp. en pacientes ambulatorios menores de cinco afios con diarrea aguda,
2005-2006, evaluaron 405 muestras, procedentes de dos hospitales de Lima;
obteniéndose una incidencia de 9.1% (37 casos) para Campylobacter sp., sien-

do el grupo etareo mas vulnerable los nifios menores de un afio con 20 casos
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positivos, encontrandose mayor nimero de casos positivos en los meses de

octubre para el Hospital de Emergencias Pediatricas y Diciembre para el Hospi-

tal Materno —Infantil San Bartolomé .!!

Chanqueo y Garcia, et al (2005) hicieron una publicacion para la evaluacion de
la tincidbn de Hucker para la busqueda rutinaria de Campylobacter sp en el es-
tudio de un sindrome diarreico agudo, estudiando en forma prospectiva todas
las muestras de coprocultivos recibidas en el Laboratorio de Microbiologia de la
Red de Salud UC de marzo 2002 a mayo 2004. Ademas del coprocultivo con-
vencional se realiz6 la busqueda de Campylobacter por tincién de Hucker. Para
la validacion de la tincion de Hucker con el cultivo de Campylobacter sp se ob-
tuvo en 164 muestras de coprocultivos recibidas durante un mes en el Labora-
torio de Microbiologia. En 16 de estas muestras se cultivd Campylobacter, de
los cuales sdlo en 6 la tincion de Hucker fue positiva, mostrando una sensibili-
dad de 37,5% y especificidad de 100%. En 115 / 5750 muestras (2%) se obser-
varon bacilos curvos sugerentes de Campylobacter sp por tincién de Hucker.
De las tinciones de Hucker positivas 62,6% correspondieron a nifios bajo 5
afnos y de éstas 63,8% a lactantes. Concluyendo que la tincién de Hucker es un
método sencillo y especifico, aunque poco sensible, que permite aumentar el
rendimiento de la deteccidn microbiolégica de patdgenos entéricos en 33%. En
este estudio, Campylobacter sp ocupo el segundo lugar después de Salmonella
sp en muestras de deposiciones enviadas para cultivo, concentrandose en
edades tempranas de la vida. Por lo tanto la busqueda activa de Campylobac-

ter sp por medio del cultivo especifico es fundamental para el diagndéstico etio-

l6gico de un sindrome diarreico agudo .2
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2.2 Base tedrica.

HISTORIA

Esta bacteria fue descrita por primera vez en 1886 por el pediatra y bacteriélo-
go aleman Theodore Escherich (1857 — 1911) que también fue descubridor de
la bacteria Escherichia coli , bautizada asi en su honor en 1919 . Escherich
publico una serie de articulos en el que describié a estas bacterias curvas o
espirales presentes en el colon de los nifios que habian muerto a causa de lo
que el denomino como “codlera infantil”; no obstante Escherich creia que estas
bacterias espirales no desempefiaban ningun papel etiolégico. Por desgracia

estos articulos no serian reconocidos hasta muchas décadas después.

Es una bacteria muy mévil que se descubrié en 1909 en evacuaciones diarrei-

cas de algunas especies de animales .Se le dio el nombre de Vibrio fetus .En

1931 se le atribuyo la etiologia de la disenteria invernal en vacunos .13

En 1931, Jones y Little aislaron a partir de bovinos con disturbios intestinales
un “vibrion” microaerdfilo al que denominaron Vibrio jejuni. En 1944, Doyle des-
cribié un “vibrion” aislado del intestino de cerdos con diarrea y lo denomino Vi-
brio coli, la primera asociacion de estas bacterias curvas y diarrea en el hom-
bre fue sugerida por Levy en 1946, el que realizo el estudio de un brote de
gastroenteritis sobre 357 pacientes en dos establecimientos penales en lllinois,

observando en exdmenes directos la presencia de formas bacterianas seme-

jantes a Vibrio en el 20 % de las muestras.!*

En 1947 se aislé de un hemocultivo de una mujer embarazada que presento un

aborto.
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Durante mucho tiempo se clasificaron entre los vibrios, pero Sebalt y Verdn
propusieron el género Campylobacter en 1963 para estos bacilos delgados y
curvos que difieren con el célera clasico y de los vibrios haléfilos en base a la
no fermentacion de carbohidratos y a la diferente composicién de bases de nu-

cleétidos. EI nombre de Campylobacter se deriva de la palabra griega “kampy-

los” que significa curva y “baktron” que puede traducirse como varilla .1°

En 1972, se aislaron las bacterias de heces de pacientes con enteritis aguda,
utilizando la técnica de filtracibn en membrana. Desde 1973, Campylobacter
jejuni se ha reconocido en pacientes de todas las edades, gracias al desarro-

llo de medios de cultivo selectivos. Durante el afio 1977 se confirmé que la es-

pecie jejuni era un agente etiolégico importante en la enteritis humana.'?

En 1984, Zerpa y Flores crean un método rapido para la deteccién de Campy-
lobacter , una tincion especial que la denominaron el Gram interrumpido ya que
usa dos componentes del Gram, la violeta de genciana y la solucion de yodo
yodurada ,que viene a ser una prueba rapida, sensible ,especifica con minimo
costo y al alcance de cualquier laboratorio .3°Seguidamente Zerpa describe un
nuevo método biolégico para el cultivo de Campylobacter (variante del principio
de Fortner) el cual usa a Klebsiella pneumoniae para disminuir la tensién de
oxigeno en la placa petri sellada herméticamente con un dispositivo de latex,

este a su vez constituye una alternativa simple y de bajo costo para el aisla-

miento de Campylobacter jejuni. 3!
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Morfologia y aspectos bioquimicos: los microorganismos del género Campy-
lobacter se compone de bacilos Gram negativos con forma de coma o forman-
do una espiral curvada, méviles mediante un flagelo unipolar o bipolar, micro-

aerofilos u con unas dimensiones de 0,2 a 0,8 um de anchoy 0,5 a5 de largo

um .15

Son maviles por la presencia de un flagelo polar que les otorga un movimiento
caracteristico, con giros rapidos sobre su propio eje en forma de sacacorchos,
lo que permite distinguirlas de otras bacterias por microscopia por contraste de
fase. Estas Campylobacterias son microrganismos fastidiosos que requieren
condiciones especiales de cultivo. Es una bacteria que crece relativamente len-
to y su desarrollo requiere un tiempo de incubacion, que va desde 48 horas
para especies pertenecientes al grupo termotolerante (C. jejuni, C. coliy C. lari)
hasta 5 a 7 dias para otras especies integrantes de la familia, junto con un am-
biente de microaerofilia estricta cuya composicion fluctia entre 5 a 10 % de
oxigeno, 3 a 10 % de diéxido de carbono y 85 % de nitrégeno, no forman es-
poras, pero en cultivos con mas de 48 horas de incubacién adquieren formas
esféricas u ovoides, ya que han perdido su capacidad para multiplicarse en
medios de cultivos inertes, siendo consideradas como formas viables no culti-
vables. Son quimioorganotroficos, no utilizan hidratos de carbono como fuente
principal de energia, son necesarios para su desarrollo los aminoacidos u otros
compuestos intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Ademas son

oxidasas positivas a excepcion de Campylobacter gracilis, y catalasa positivos

o variables .1°
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En la actualidad se reconocen 26 especies y 11 sub especies, la mayoria de
las cuales se han asociado a enfermedad en ser humano, pero solo cuatro son

patdgenos importantes para el ser humano.

Las enfermedades producidas por Campylobacter son principalmente la gas-
troenteritis y la septicemia. Campylobacter jejuni es la causa mas frecuente de
gastroenteritis y bacteriana en EE.UU mientras Campylobacter coli origina en-
tre el 2 % y el 5 % de los casos de gastroenteritis por Campylobacter. Esta
tltima es una de las causas mas comunes en los paises en vias de desarrollo.
Campylobacter upsaliensis es una causa importante de gastroenteritis en el ser
humano; sin embargo, la verdadera incidencia de la enfermedad producida por
este microorganismo se subestima con métodos convencionales de cultivo (C.

upsaliensis se inhibe con los antibidticos usados en los medios de aislamiento

de otros miembros del genero Campylobacter .6

Fisiologia y Estructura: Campylobacter posee la pared celular caracteristica
de las bacterias Gram negativas .El antigeno principal de este género es el
lipopolisacarido de la membrana externa. Ademas, se han usado para la clasifi-

cacién epidemiolégica de las cepas clinicas de los diferentes antigenos so-

maticos polisacaridos O y los antigenos capsulares termolabiles y flagelares.®

Taxonomia y Clasificacién: de acuerdo a criterios taxon6micos mas actuales,
integra el Grupo | de la Superfamilia VI de rARN .17 Este género se ha clasifica-

do en grupos, los cuales se han definidos sobre la base de homologias de las
secuencias de 16S ARNTr. El grupo | se denomina Campylobacterias verdade-

ras. Grupo IA: se incluyen las especies termofilicas enteropatégenas:
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1) Campylobacter jejuni, con dos subespecies la subespecie jejuni, que es una

causa mayor de gastroenteritis, y la subespecie Campylobacter doylei

2) Campylobacter coli

3) Campylobacter laridis

4) Campylobacter upsaliensis, que incluye un grupo de cepas catalasas nega-
tivas o débilmente positivas, siendo reconocida como la cuarta campylobacteria

termofilica enteropatdgena que puede ser aislado en el laboratorio clinico.

En el sub grupo IB se encuentran otras Campylobacterias verdaderas y espe-
cies genéticamente relacionadas. Sin embargo, este grupo es fenotipicamente

diverso. Son:

1) Campylobacter fetus, que es la especie tipo y ha recibido mucha atencion

por su importancia en la medicina veterinaria.

2) Campylobacter hyointestinalis

3) Campylobacter sputorum

4) Campylobacter mucosalis

5) Campylobacter concisus.

Las cepas de C. fetus ocasionalmente crecen a 42°C, y las otras especies ge-
neralmente crecen bien a esta temperatura. Las cepas de Campylobacter fetus
se dividen en dos subespecies: la subespecie fetus y la subespecie venerealis,
siendo genéticamente muy relacionadas. Campylobacter fetus subespecie fetus

es reconocido como agente infeccioso en humanos. Un grupo de bacterias ais-
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ladas de humanos con enfermedad periodontal ha constituido una nueva es-
pecie: el Campylobacter concisus. Esta bacteria es muy similar al Campylobac-
ter mucosalis. El grupo Il comprende especies criofilicas que no se consideran
verdaderas Campylobacterias, y cuya temperatura Optima de crecimiento es
inferior a los 37°C. Comprende el Campylobacter nitrofigilis y el Campylobacter
cryaerophila. El primero es capaz de fijar el nitrégeno en las raices de las plan-

tas de pantano. El segundo se parece a las Campylobacterias verdaderas, pero

difiere en su capacidad de desarrollo a bajas temperaturas .

Clasificacion Cientifica (Euzébi, 2009)

Dominio: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Clase: Epsilonproteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Campylobacteraceae
Género: Campylobacter

Vias de transmision: las especies de Campylobacter estan ampliamente dis-
tribuidas en la mayoria de los animales de sangre caliente. Tienen prevalencia
en los animales destinados al consumo como aves de corral, vacunos, porci-
nos, ovinos, avestruces y mariscos; y en los animales de compafia como pe-

rros y gatos.

Por lo general, se cree que la via principal de transmision son los alimentos,
a través de la carne y los productos carnicos poco cocidos, asi como la le-

che cruda o contaminada. El agua o el hielo contaminados son también una
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fuente de infeccion.!Ademas en reservorios ambientales de agua contami-

nada puede ser la fuente de brotes de Campylobacteriosis, sobre todo por el
consumo de la misma y en vinculacién con actividades recreacionales. Co-
mo sucede con otras infecciones entéricas, la via de transmision fecal-oral
entre individuos infectados es posible, en especial entre nifios sin control
esfinteriano o en ambientes con malas condiciones sanitarias.

La transmisién a partir de personas infectadas asintomaticas que manipulan los
alimentos es extremadamente rara, pero es frecuente cuando la infeccion es

sintoméatica.

Dosis infectiva: Campylobacter se caracteriza por ingresar al organismo por
via fecal - oral o alimentaria. Se ha demostrado en voluntarios que Campylo-
bacter es capaz de producir sintomas de diarrea con dosis tan bajas como 500

bacterias, la enfermedad es infrecuente si este inoculo es menor 10* ya que

este es sensible al acido gastrico.!’

Patogenicidad: los mecanismos de patogenicidad de las especies de Campy-
lobacter no se conocen con certeza. Entre los mecanismos patogénicos que

se han descrito estan los siguientes:

- Colonizacion: el requerimiento de los flagelos de Campylobacter jejuni para
colonizar ha sido claramente documentado en el modelo de asa ileal y solo las

cepas mdviles colonizan el intestino.

- Adhesividad: las proteinas de membrana externa (OMP, por sus siglas en
ingles) de cepas patogénicas de Campylobacter, han sido denominadas frac-

ciones confinantes celulares (CBF), se ha demostrado que las CBF pueden
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estar involucradas en la adherencia del Campylobacter a las células epiteliales

intestinales.

- Invasividad: Se ha confirmado la existencia de cepas invasivas y una fuerte
relacion con la presencia de la enfermedad, sobre todo con diarrea inflamatoria.
Quimicamente se caracterizaron como oligosacaridos fucosilados, que proba-
blemente actien por competencia entre los receptores de las células epitelia-
les con cepas de Campylobacter invasivas .Se ha sugeridos que los mecanis-
mos de interaccion con los receptores presentes en las membranas son dis-
tintos entre cepas invasivas Yy adherentes. La flagelina puede servir como un
factor de adherencia secundario, aunque otras adhesinas median el proceso

de internalizacion dependiente de la motilidad.

- Toxigenicidad: la enterotoxina producida por Campylobacter es una proteina
grande, termolabil. Comparte algunas propiedades funcionales e inmunoldgicas
con las toxinas del cOlera y la termolabil del E. coli. La capacidad de producir
enfermedad parece estar relacionada con la produccién de enterotoxinas .Las
cepas fuertemente productoras de toxina fueron mas probablemente aisladas
de individuos con diarrea , aunque la produccion de toxina es solo un aspecto
total de la virulencia potencial de los patdgenos entéricos .Su produccién juega

un importante papel en la patogénesis de la diarrea .

Algunos aislamientos de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli elaboran
una citotoxina que es toxica para un numero de células de mamiferos. Se ha
observado que algunas cepas de aislamientos clinicos de Campylobacter jejuni

producen una o0 mas hemolisinas y otras no .Estas hemolisinas son proteinas
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con un espectro de actividad maxima con eritrocitos de conejo y minimo en eri-

trocitos de pollo.!3

En resumen el dafio del huésped y sus manifestaciones clinicas dependen
principalmente de dos factores el inoculo ingerido y el estado inmunolégico.
Siendo el principal mecanismo de patogenicidad la invasion de la mucosa intes-
tinal, en forma similar como lo hace Shigella. La invasion de la lamina propia se
observa tanto a nivel del intestino delgado como del colon, y el resultado es
generalmente una enterocolitis inespecifica, que puede incluir los siguientes
hallazgos: degeneraciéon y atrofia glandular, pérdida de la produccion de mu-
cus, abscesos de las criptas, y ulceracién de la mucosa epitelial. En otros ca-
s0s, las caracteristicas patolégicas son similares a las observadas en infeccio-
nes por Salmonella o Shigella. Parece evidente que el lipopolisacérido de la
pared bacteriana, con actividad endotoxica tipica, desempefia un rol central en
el dafio inflamatorio. Aunque se han reconocido una toxina termo Iabil similar a
la de Vibrio cholerae y varias citotoxinas, la produccion in vivo e in vitro de és-
tas parece de bajo nivel por lo que se duda que tenga alguna significacion en la
patogenia. Se cree que Campylobacter puede jugar un papel en el Sindrome

de Guillain-Barré por un mecanismo que involucraria la similitud entre el &cido

sialico de algunos antigenos O y los gangliésidos humanos.!’

Manifestaciones Clinicas: la infeccion por Campylobacter jejuni, después de
un periodo de incubacion de tres a cinco dias, produce desde sus formas asin-
tomaticas, hasta una enfermedad severa. La enteritis por Campylobacter jejuni
tiende a adoptar varias dos variantes clinicas: un sindrome diarreico secretor

con heces liguidas abundantes y vomitos, acompafiados de deshidratacién, o
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una enfermedad parecida a la disenteria, con fiebre, dolor abdominal, cefalea y

vomito en el 25% de los casos.

Las heces con moco y sangre son comunes, con abundantes leucocitos poli-
morfonucleares en el examen del moco fecal. La presencia de sangre es mas
frecuente en pacientes pediatricos, ya que los cuadros mas graves de ambos
sindromes se han observado en nifios menores de doce meses de edad. En la
mayoria de los casos de las dos variantes clinicas de enteritis se presenta un
prédromo de fiebre (que dura de pocas horas a dias) acompafada de malestar
general, cefalea, dorsalgia, mialgias, debilidad. En paises en vias de desarrollo
la enfermedad es mas leve y la presentacion es mas frecuente es la diarrea
tipo acuoso, sobre todo en menores de cinco afios de edad y raramente entre
los adultos. Mientras tanto, en paises desarrollados la enteritis por Campylo-
bacter puede ser muy severa, con cuadros diarreicos tipo inflamatorios y pre-
dominio entre jovenes adultos. También han sido reportados neonatos con dia-
rrea relacionada con Campylobacter jejuni. La enfermedad de los neonatos ge-
neralmente es benigna o asintomatica. Sin embargo, las heces pueden conte-

ner sangre, moco, pus y la fiebre con frecuencia esta ausente.

Campylobacter jejuni subespecie doylei se ha identificado Unicamente de biop-
sias de la mucosa gastrica de pacientes adultos y de las heces de nifios con
diarrea. Las infecciones por Campylobacter coli tienden a ser menos graves
que las producidas por Campylobacter jejuni. Campylobacter laridis causa en
humanos una enteritis que simula una infeccidbn por Campylobacter jejuni.
Campylobacter upsaliensis actualmente es reconocido como patégeno hu-
mano, productor de diarrea y bacteriemia, tanto en personas sanas como

huéspedes inmunocomprometidos. Campylobacter fetus subs. fetus es encon-
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trado raramente en el intestino humano y no es una causa comun de enteritis
humana. Campylobacter fetus subespecie venerealis se presenta muy infre-
cuentemente con infeccion en el humano, aunque se ha relacionado con el
aborto. Campylobacter sputorum serotipo sputorum es comensal de la cavidad

oral humana .Campylobacter concisus se ha sido aislado de pacientes con pe-

riodontitis.3

Complicaciones: las complicaciones por Campylobacter jejuni se han relacio-
nado con aborto espontaneo, 6bitos, prematurez, y sepsis neonatal, colecistitis,

infeccion de vias urinarias, sindrome de Reiter y meningitis.

La infeccion por Campylobacter jejuni puede ocasionar sindrome de Guillian-
Barré en forma secundaria, al producir desmielinizacion de los nervios periféri-
cos. En neonatos infectados, frecuentemente prematuros, se presenta fiebre,
tos, trastornos respiratorios, vomito, diarrea, cianosis, convulsiones, e ictericia y

sepsis. Otras manifestaciones sistémicas incluyen pericarditis, neumonia, peri-

tonitis, salpingitis, artritis séptica y abscesos .13

Diagndstico: el diagnostico se hace por la identificaciéon del agente etiologico
en las materias fecales del paciente. Se puede hacer una identificacion presun-
tiva mediante el movimiento rapido del organismo en contraste de fases o mi-
croscopia de campo oscuro .Para la identificacion en frotis tefiido, la tinciébn con

carbolfuscina como colorante de contraste es mejor que la tincién con safrani-

nat3

Por lo tanto el examen directo es una herramienta de utilidad en la investiga-

cion inicial del paciente con enteritis. La microscopia de campo oscuro o de
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contraste de fases, sobre todo en la fase aguda de la enfermedad puede reve-
lar la movilidad caracteristica de Campylobacter que aporta un diagnostico pre-
suntivo en forma rapida .También pueden observarse tefiidos con la técnica de
gram interrumpido para observar bacilos Gram negativos sugestivos del ger-
men pero la sensibilidad de este método es de 50- 75 %. La microscopia direc-
ta también sirve para demostrar hematies y polimorfos nucleares que estan

presentes en las heces que estan presentes en la mayoria de pacientes con
enteritis por Campylobacter.'® El diagnéstico definitivo se realiza por aislamien-
to microbioldgico e identificacién bioquimica bacteriana; y también se puede

investigar la presencia de anticuerpos en el suero del paciente. .!3

Cabe resaltar que existen investigadores que mas colaboraron con el recono-
cimiento de este agente como causa de diarrea, los que realizaron dos aportes
metodoldgicos que propiciaron su aislamiento. Primero, el Dr. Skirrow ide¢ fil-
trar las muestras de heces diarreicas a través de membranas de filtros con po-
rosidad de 0.5 uym, lo cual permitia retener a la mayoria de las bacterias pre-
sentes en las muestras y solo pasarian las bacterias mas delgadas. Posterior-
mente, el Dr. Butzler formulé medios selectivos a base de antibioticos que inhi-

bian el crecimiento de otros agentes, es por ello que los medios de cultivo lle-
van su nombre.!! Ademas del Dr. Zerpa ideo una alternativa para el cultivo co-

mo el método biolégico para el aislamiento de Campylobacter utilizando una
cepa de Klebsiella pneumoniae en una placa petri sellandolo herméticamente

con una banda de latex, reduciendo costos y permitiendo generar mayor inclu-

sién en los laboratorios.?!

31



Los medios de cultivo selectivos contienen antibiéticos como vancomicina, po-
limixina, bacitracina, novobiocina, colistina, etc. para restringir en todo lo posi-

ble el crecimiento de agentes saprobios intestinales.

También se observa buen crecimiento en agar sangre, agar MacConkey o cal-
do tioglicolato, incubados con 5 a 10 % de CO2 y a temperatura de 40 a 45 °C.
La identificacion se hace por un sistema bioquimico y se verifica por aglutina-

cion con sueros especificos.

En el caso de enteritis por Campylobacter jejuni los hisopos rectales 0 mues-
tras fecales se deben cultivar en medios selectivos especiales .Los leucocitos
poli morfonucleares son encontrados en heces, usualmente cuando la diarrea
es acuosa y con sangre. Si la muestra no es procesada de inmediato, el medio
de transporte recomendado es el medio Cary-Blair o el buffer glicerol salino,

ambos suplementados con cloruro de calcio (100 mg/L).

La temperatura de incubacion para el Campylobacter jejuni es de 42°C, la cual
impide el desarrollo de otras bacterias entéricas, pero se desarrolla también a
37°C y ademas, a esta temperatura se incluyen las otras especies enteropaté-
genas. De acuerdo con morfologia descrita, posteriormente se realiza la prueba
de oxidasa que debe ser positiva. La diferenciacién entre especies (C. coli, C.
laridis, C. upsaliensis, etc.) se realiza con las pruebas: catalasa, hipuricasa,
reduccion de nitratos, ureasa, acido sulfhidrico, sensibilidad al acido nalidixico y
la cefalotina, asi como su desarrollo a diferentes temperaturas. Estan disponi-
bles comercialmente algunas pruebas confirmatorias de aglutinacion a partir de
cultivos. Recientemente se han descrito técnicas de PCR y sondas de ADN no

radiactivas para la identificacion de Campylobacter laridis.
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El aislamiento de Campylobacter a partir de sangre y otros liquidos estériles no

representa el mismo problema que el aislamiento a partir de heces.

Los pacientes con infecciones por Campylobacter jejuni subespecie jejuni tie-
nen anticuerpos detectables por ELISA. Un antigeno, que es un extracto de
acido de glicina de una o varias cepas, se utiliza para la prueba de deteccion
de antigeno. No se encuentra disponible una preparacion estandarizada y va-

rias cepas han sido utilizadas para la obtencion del extracto antigénico.

Ademas para el diagndstico seroldgico de infeccion por Campylobacter jejuni y
para el estudio de la respuesta inmune, se han realizado pruebas de aglutina-
cion, coaglutinacion, reaccién de hemaglutinacion pasiva, radioinmunoanalisis,
fijaciobn de complemento, e inmunofluorescencia, pero su valor es limitado para
establecer el diagnostico durante la infeccidon aguda. Las pruebas especificas
de ADN para la identificacion de Campylobacter jejuni han sido desarrolladas y
en el futuro pueden ser Utiles para la identificacion rapida y segura de este or-

ganismao.

Tratamiento: la principal medida terapéutica es la reposicién de liquidos y

electrolitos. El tratamiento antimicrobiano administrado al inicio de la infeccion

puede reducir la duracién y la gravedad de los sintomas .°

El tratamiento antibidtico se puede usar en los pacientes con infecciones gra-
ves 0 con septicemia. Campylobacter es sensible a una amplia variedad de
antibioticos, como los macrolidos (p. €j., eritromicina, azitromicina y claritromi-
cina ), tetraciclinas ,aminoglucocidos, cloranfenicol, fluoroquinolonas, clindami-
cina ,amoxicilina/acido clavulanico e imipenen . La mayor parte de las cepas es
resistente a las penicilinas, las cefalosporinas y las sulfamidas. Eritromicina o
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azitromicina son los antibiéticos de eleccién para el tratamiento de la enteritis y
las tetraciclinas o las quinolonas se administran como farmacos de segunda
eleccion .La resistencia a las fluoroguinolonas ha aumentado, por lo que estos
farmacos pueden ser menos eficaces. En nifios pequefios se ha utilizado
amoxicilina /acido clavulanico en lugar de las tetraciclinas que estan contraindi-

cadas. Las infecciones sistémicas se tratan con aminoglucocidos cloranfenicol,

o imipenen .°

Prevencion y control: la exposicion a Campylobacter entérico se previene con
la preparacion correcta de los alimentos (fundamentalmente de las aves de co-
rral), evitando los productos lacteos sin pasteurizar, y con las mejoras de las
medidas preventivas para evitar la contaminacion con el agua. Es improbable
gue se pueda llegar a eliminar el estado del portador de Campylobacter en el

reservorio animal, como las gallinas y los pavos, por lo que persiste el riesgo de

infecciones a partir de ellos .°

Epidemiologia: la infeccion por Campylobacter constituye una zoonosis de
distribucion mundial, es decir una enfermedad transmitida al ser humano por
los animales o por productos de origen animal. La mayor parte de las veces, los
animales muertos o la carne quedan contaminados por las heces durante el
sacrificio. Pocas veces Campylobacter provoca la enfermedad en los anima-

les.!

En los paises industrializados la transmision es principalmente a través de ali-
mentos de origen animal, el consumo de carne de ave de corral mal cocida es
responsable del 50-70% de las infecciones esporadicas, mientras que en los

paises menos desarrollados predominan la transmision por alimentos y aguas
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contaminadas con excretas asi como el contacto directo con personas 0 anima-

les enfermos.”

Campylobacter jejuni es la especie mas frecuente aislada, tanto en los paises
en vias de desarrollo como en paises desarrollados y, en estos ultimos afios C.
coli es reconocido como agente de diarrea entre el 5 % y el 10 % de todos los

casos de diarrea por Campylobacter.

Sin embargo en Sudamérica, Campylobacter coli ha sido aislado con mayor
frecuencia, representando cerca del 25 % de los casos de diarrea producidos
por especies del género. En vista que en la regién, C. coli ha sido aislada a
partir de agua de rio, de higados de pollo, para el consumo humano y de diver-
S0s reservorios animales tanto domeésticos como silvestres, incluyendo espe-
cies de fauna amazonica, materia fecal de pollos, carnes de aves y aguas ser-
vidas, es posible que exista una vinculacién del medio ambiente y el consumo
de alimentos con mayor frecuencia de aislamiento de C. coli como agente de
diarrea en esta region .2° Los patdégenos de mayor relevancia en salud publica
son los asociados con mayor carga de enfermedad, severidad, complicaciones
y mortalidad. Si bien el norovirus, Campylobacter y las E. coli diarrogénicas en
conjunto, son los patdgenos mas prevalentes a nivel comunitario en nuestro
medio, consideramos que otros patdogenos son también relevantes, sobre todo

por el mayor riesgo de complicaciones y mortalidad.

Segun los informes de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y de la
Agencia Esparfiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion, Campylobacter spp. es

el patégeno de transmision alimentaria responsable de un mayor nimero de
casos relacionados con el consumo de alimentos desde el afio 2005.°
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TERMINOLOGIA BASICA

Asintomatico: que no presenta sintomas o indicios de enfermedad.
Artritis reactiva o Sindrome de Reiter: es una condicion que causa tres sin-
tomas aparentemente no relacionados: artritis, enrojecimiento de los ojos y

problemas del tracto urinario.

Bacterias Gram negativas: bacteria que frente a la tincion de Gram es colo-
reada con un ligero tinte rosado. En este tipo de bacterias la pared celular con-
tiene relativamente poco peptidoglicano, pero presenta una membrana externa

compuesta por lipopolisacarido, lipoproteina y macromoléculas complejas.

Bacterias termdéfilas: son aquellas que cuyo crecimiento puede variar de 55 a
80°C y tienen un minimo entre 20 y 40 °C (termdfilas facultativas) o por encima

de los 40°C (termdfilos estrictas).

Endotoxina: nombre genérico de los lipolisacaridos. Sustancias que forman
parte estructural de la pared celular de las bacterias Gram negativas. La sus-
tancia se libera con la division celular. Sus propiedades toxicas se mantienen

incluso tras la muerte de la bacteria.

Entérico: relativo a los intestinos.

Enteropatégeno: es aquel que puede producir enfermedad a nivel entérico.

Especificidad: es la capacidad de la prueba para detectar la ausencia de la

enfermedad en sujetos sanos.

Flagelo: 6rgano filamentoso y delgado de muchos organismos unicelulares.

Hidrdlisis de hipurato: prueba bioquimica para la diferenciacion de C. jejuni y
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C. coli; una reaccion positiva revela la presencia de glicina, producto final de la

hidrolisis del hipurato.

Medios de transporte: son medios que se usan para asegurar la viabilidad de
las bacterias desde el momento de la toma hasta su posterior siembra .El me-
dio de transporte esencialmente no es nutriente, es semisélido y altamente re-

ductivo, que inhibe las reacciones enzimaticas reductivas dentro de las células.

Microaerofilia: son las condiciones de baja y estricta concentracién de oxigeno

que requieren determinados organismos para su desarrollo.

Lipopolisacarido: sustancias integrantes de la pared celular de las bacterias
Gram negativas y que son liberadas durante la multiplicacién y/o la lisis bacte-

riana, siendo toxica para los humanos y animales.

Patogenicidad: se refiere a los mecanismos de infeccion y desarrollo de la

enfermedad.

Prueba de oxidasa: se usa para determinar si una bacteria produce alguna de

las citocromo c oxidasas.

Quimioorganotrofica: son aquellas bacterias que obtienen su fuente de ener-
gia de la oxidaciéon de compuestos organicos y cuya fuente de carbono para la

biosintesis es también de compuestos organicos.

Reaccion inflamatoria en heces: prueba de laboratorio que se realiza para
determinar la presencia o ausencia de leucocitos en heces, que son células
qgue aparecen generalmente cuando el microorganismo causante de la infec-

cién es una bacteria.
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Sensibilidad: es la capacidad de la prueba para detectar la enfermedad en

sujetos enfermos.

Sindrome de Guillain-Barré (GBS): es un trastorno poco frecuente en el cual
el propio sistema inmunitario de una persona dafia sus neuronas y causa debi-

lidad muscular y a veces paralisis.

Taxonomia: disciplina biol6gica que se ocupa de la clasificacién de los seres
vivos, de su nomenclatura y ordenamiento en taxones. En rango decreciente,

los taxones bésicos son: Reino, Filo, Clase, Orden, Familia, Género y Especie.

Tincién de Gram: técnica de coloracion diferencial que permite catalogar a las
bacterias como positivas 0 negativas en funcion de su capacidad de retener

(positivo) o no (negativo) un colorante (cristal violeta).

Tincién Gram interrumpida: tincion de Gram donde se usa como unico colo-

rante el cristal violeta y solucion de yodo yodurada .*°

Toxinas: sustancias, generalmente proteinas o lipopolisacéaridos, que causan

dafos especificos en el hospedador

Valor predictivo negativo (PV-): probabilidad de no tener la enfermedad si el

resultado de la prueba diagndstica es negativo.

Valor predictivo positivo (PV+): probabilidad de tener la enfermedad si el re-

sultado de la prueba diagndstica es positivo.

Zoonosis: Es la capacidad de transmisibilidad de una enfermedad infecciosa

de animales vertebrados al hombre.
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2.4 Hipoétesis

v Hi Los resultados obtenidos mediante la tincion gram interrumpida se corre-
lacionan con el cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella para la identi-
ficacion presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de

un Hospital Nacional de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 2016.

2.5 Variables
Variable correlacional 1: Tincién Gram interrumpida.

Variable correlacional 2: Cultivo Agar Sangre con filtro millipore
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VARIABLE

TINCION GRAM
INTERRUMPIDA

CULTIVO BAC-
TERIOLOGICO

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

CONCEPTUALIZACION

Esta tincibn emplea como
colorante al cristal violeta y
solucién de yodo yodurada,
esta modificacion es especial

para Campylobacter.30

Es un método para la identifi-
cacion de microorganismos,
en las que estan presentes
todas las sustancias necesa-
rias para el crecimiento y mul-
tiplicacion de los microorga-

. . 22,14
nismos en el laboratorio.

DIMENCIONES
O CATEGORIA

Andlisis de labora-
torio Clinico

Analisis de labora-

torio Clinico

TIPO ESCALA

Cualitativa Nominal

POSITIVO

NEGATIVO

Cualitativa Nominal

POSITIVO

NEGATIVO

INDICADORES TECNICA

Hoja de reco-
leccion de
Bacilos curvados, Gram datos
negativo con forma de co-
ma, S, C, espiral o de alas
de gaviota.

Ningun organismo por cam-
po, por lo menos en diez

10
campos observados .

Hoja de reco-
leccion de

Presencia de colonias no datos

hemoliticas de aspecto
plano y acuoso con bordes
irregulares y de color gris o

. 11
ligeramente pardo.

Ausencia de crecimiento
bacteriano.
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CAPITULO IlI: DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion
Es de tipo no experimental, y disefio transversal correlacional, descriptivo.
3.2 Ambito de Investigacion

El presente trabajo se desarrollé en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Solo-
guren, en el Departamento de Ayuda al Diagnéstico, Servicio de Patologia Cli-

nica, y area de Microbiologia médica.
3.3 Poblacion y Muestra

Poblacién: Constituida por todas las muestras de pacientes pediatricos de 0 a
4 afios de edad, atendidos en el area de microbiologia médica que presenten
solicitud correctamente llenada, para la prueba de reaccion inflamatoria en he-
ces del Hospital Alberto Sabogal Sologuren atendidos en el mes de julio del

2015 a junio del 2016.

Muestra: Esta formada por toda la poblacién del presente estudio; todas las
muestras de pacientes pediatricos de 0 a 4 afios de edad atendidos en el area
de microbiologia médica que presenten solicitud correctamente llenada, para la
prueba de reaccion inflamatoria en heces y con resultado positivo del Hospital
Alberto Sabogal Sologuren atendidos en el mes de julio del 2015 a junio del

2016 y que cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion.
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Criterios de Seleccion

- Criterios de inclusion:

v' Pacientes que acudan al laboratorio de microbiologia con solicitud médica
para Reaccion Inflamatoria.

v' Pacientes de 0 a 4 afios.

v' Pacientes de ambos sexos.

- Criterios de exclusion:

v' Pacientes con reaccion inflamatoria negativo.

v' Pacientes que hayan recibido tratamiento antimicrobiano y/o parasitoldgico.

v' Pacientes que acudan al laboratorio de microbiologia con solicitud y datos

incompletos.

3.4 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos:

Se recolecto la informacion del registro de ingreso y proceso de 414 muestras
de heces provenientes de pacientes pediatricos comprendidos entre 0 — 4
afos de edad, con la prueba de reaccion inflamatoria positiva, procedentes del
area de emergencia, hospitalizacién y consulta externa pediatrica que llegaron
al servicio de Microbiologia del Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren

en el periodo de un afo.

A todas las muestras se les realizo dos pruebas laboratorio, la microscopia con
la tincién Gram interrumpida y el cultivo con filtro usando la técnica de la Kleb-
siella. El filtro fue tipo S-Pak 0.45 pm con cuadrados blancos de 47 mm de la

marca Merck.

Se aplicaron los criterios de inclusién y exclusion ya mencionados. Ademas se

excluyeron muestras que contenian formol y heces formadas. Luego se proce-
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di6 al llenado de fichas (anexo N°1), y una evaluacién macroscopica donde se
evidencia la presencia o ausencia de moco o sangre. A continuacion se proce-
de al examen microscoépico, teniendo en cuenta que en el presente trabajo solo

incluimos las muestras fecales con reaccion inflamatoria positiva.

REACCION INFLAMATORIA

Determina la presencia o ausencia de leucocitos en las muestras fecales ya

gue estas aparecen cuando existe un microorganismo causando una infeccion.
1. Tomar una porcién de moco fecal y colocarla en un portaobjetos limpio.

2. Agregar una gota de Azul de Metileno y homogenizar.

3. Cubrir con una laminilla y observar al microscopio con objetivo de 40x.

Interpretacion: Se considera una reaccion inflamatoria positiva si presenta >10

leucocitos por campo.

Las muestras con RI positiva se registraron y se realiz6 la tincibn Gram inte-
rrumpida para determinar la presencia sugestiva de Campylobacter sp. en la

muestra.

TINCION GRAM INTERRUMPIDA

Realizar un frotis delgado en un portaobjetos

Fijar en el mechero o estufa

Agregar cristal violeta o violeta de genciana por 2 minutos
Lavar con agua corriente

Fijar con lugol por 1 minuto

Lavar con agua corriente

N o gk~ wbd e

Secar y observar al microscopio con objetivo 100x de inmersion.

Interpretacion:
POSITIVO: Observar un microorganismo con morfologia caracteristica de
Campylobacter sp. (Bacilos curvos o espiral de 0,5 a 5 um de largo) en mas 10

campos observados.
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NEGATIVO: No haber encontrado ningin microorganismo con morfologia ca-

racteristica de Campylobacter en mas 10 campos observados .>°

CULTIVO CON FILTRO CON LA TECNICA DE LA Klebsiella

Se realizo el cultivo de la muestra en agar Mueller Hinton Sangre, se uso este
medio como base ya que carece de inhibidores e indicadores y la sangre que
nos permite aislar microorganismos fastidiosos y exigentes, ademas a este
medio se le acondiciono un filtro de 0.45 um, pero para reduccion costos estos
se cortaron en 4 partes. Estos filtros S-Pak de 0,45 um de 47 mm de rejilla
blanca estan hechos de ésteres mixtos de celulosa y se han optimizado para
analisis microbiol6gicos de agua u otros liquidos, estos retienen el paso de

otros microorganismo como el de la flora intestinal y asi permitir que Campylo-

bacter sp. pueda atravesarlos debido a su pequefio tamafio. .32

Luego se coloca el filtro con pinzas estériles, posteriormente se agrega la
muestra previamente diluida, esta se realiza con aproximadamente 2 ml de
suero fisioldgico con una porcion de materia fecal, esta suspension se deja re-
posar de 5 a 10 minutos y se dispensa lentamente 100 pl del sobrenadante so-
bre el filtro por 30 minutos, después de este tiempo retirar el filtro cuidadosa-
mente. En la otra parte de la placa, se uso la técnica de la Klebsiella (Zerpa R,
1984) donde se usa una cepa de Klebsiella pneumoniae sembrado en un tercio
de la placa y los dos tercios para el aislamiento de Campylobacter utilizando el

filtro, sellada herméticamente con un dispositivo de latex obtenidos de los

guantes e incubacion a 42°C por 24 a 48 horas .31
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Interpretacion:

POSITIVO: Presencia de colonias convexas pequefias de aproximadamente
1mm, ocasionalmente mayores, claras, no hemoliticas. Ademas al realizar una
tincién simple presenta morfologia sugestiva de Campylobacter o Arcobacter.

NEGATIVO: No hay crecimiento bacteriano.

3.5 Procesamiento de datos y analisis estadistico:

Los datos fueron procesados mediante el programa estadistico
IBM SPSS Statistics version 23.0. Para el analisis estadistico exploratorio, se
establecieron medidas de tendencia central, frecuencias, porcentajes y la des-
viacion estandar cuyos resultados fueron consignados en tablas de frecuencia y
de contingencia. Asimismo, se utilizd la prueba estadistica chi-cuadrado para es-
tablecer la relacion entre variables, la prueba Phi de Pearson para determinar
el nivel de correlacién entre las variables y el indice Kappa, para establecer el
nivel de concordancia entre las variables. Todas las pruebas fueron aplicadas

con un IC del 95% y se consideraron significativas para p<0,05.

3.6 Aspectos éticos

Se respetd y se conservo la confidencialidad de la informacion de los pacientes
que ingresaron a la investigacién, manejando con responsabilidad y seriedad

toda la informacién recogida.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS ESTADISTICOS

Los resultados estadisticos corresponden a la evaluacion de 414 muestras de
heces, obtenidas de los pacientes pediatricos con prueba positiva de reaccion
inflamatoria, atendidos en el area de microbiologia médica de un Hospital Na-
cional de Lima en el periodo comprendido entre Julio 2015 y Junio 2016, con la
finalidad de establecer relacion entre los métodos de Tincion Gram interrumpi-

da y el cultivo en la identificacion presuntiva de Campylobacter sp.

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Edad de los pacientes

Tabla N° 1: Edad de los pacientes

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
<de 1l afo 207 50,0% 50,0%
de 1 a 2 afios 153 37,0% 87,0%
de 3 a 4 afios 54 13,0% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 1 presenta la distribucién de los pacientes por edad. 207 pacientes
pediatricos tenian menos de 1 afio de edad; 153 pacientes tenian entre 1 y 2
afos de edad y 54 pacientes tenian entre 3 y 4 afios de edad. Se observa que
la mayor parte de los pacientes pediatricos tenian menos de 1 afio de edad.

Los porcentajes correspondientes se muestran en el Grafico N° 1.
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Gréfico N° 1: Edad de los pacientes

Distribucion por sexo de los pacientes

Tabla N° 2: Distribucion de los pacientes por sexo

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
Masculino 270 65,2% 65,2%
Femenino 144 34,8% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracién propia

Con relacion al sexo de los pacientes pediatricos que formaban la muestra, 270
eran del sexo masculino mientras que 144 eran del sexo femenino. La mayor
parte de los pacientes pediatricos eran del sexo masculino. Los porcentajes

correspondientes se muestran en el Grafico N° 2.
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Grafico N° 2: Sexo de los pacientes

Distribucion por area de procedencia de los pacientes

Tabla N° 3: Area de procedencia de los pacientes

Frecuencia Porcentaje  Porcentaje

acumulado
Emergencia pediatrica 369 89,1% 89,1%
Hospitalizacién pediatrica 18 4,3% 93,4%
Consulta externa 27 6,6% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 3, presenta la distribucion de los pacientes atendidos en el area de
microbiologia médica del Hospital “Alberto Sabogal Sologuren”, de acuerdo al
area de procedencia 369 pacientes pediatricos procedian del area de emer-
gencia pediatrica; solo 18 pacientes procedian del area de hospitalizacion pe-
diatrica y 27 pacientes procedian del &rea de consulta externa. Se observa que
la mayor parte de los pacientes pediatricos procedian del area de emergencia

pediatrica. Los porcentajes correspondientes se muestran en el Grafico N° 3.
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RESULTADOS DE LA PRUEBA DE REACCION INFLAMATORIA EN HECES

Leucocitos en las muestras fecales

Tabla N° 4: Leucocitos en las muestras por campo

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
de 0 a 15 por campo 36 8,7% 8,7%
de 16 a 30 por campo 90 21,7% 30,4%
de 31 a 50 por campo 72 17,4% 47,8%
de 51 a 100 por campo 108 26,1% 73,9%
> de 100 por campo 108 26,1% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 4 Se observa que la mayor parte de las muestras con un 52.2%,
presentaron mas de 50 leucocitos por campo. Los porcentajes correspondien-

tes se muestran en el Grafico N° 4.
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Gréfico N° 4: Leucocitos en las muestras por campo

Hematies en las muestras fecales

Tabla N° 5: Hematies en las muestras por campo

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
de 0 a 5 por campo 225 54,3% 54,3%
de 6 a 10 por campo 54 13,0% 67,4%
de 11 a 50 por campo 99 23,9% 91,3%
> a 50 por campo 36 8,7% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 5 presenta la cantidad de hematies por campo, encontrados en la
prueba de reaccién inflamatoria en heces. En 225 muestras se encontro entre 0
y 5 hematies por campo; en 54 muestras se encontr6 entre 6 y 10 hematies por
campo; en 99 muestras se encontrg entre 11 y 50 hematies por campo y en 36
muestras se encontraron mas de 50 y hematies por campo. Se observa que el
91.3% presentaron de 0 a 50 hematies por campo. Los porcentajes correspon-

dientes se muestran en el Grafico N° 5.
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Moco fecal en las muestras
Tabla N° 6: Moco encontrado en las muestras
Frecuencia Porcentaje Porcentaje
acumulado
Escaso 252 60,9% 60,9%
Moderado 144 34,8% 95,7%
Abundante 18 4,3% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracién propia

La tabla N° 6 muestra el moco encontrado en la prueba de reaccién inflamato-
ria en heces. En 252 muestras se encontr6 moco escaso; en 144 muestras se
encontré6 moco moderado y en solo 18 muestras se encontr6 moco abundante.
Se observa que el 39.1% de las muestras presenta moco de moderado a
abundante y un 60.9 % moco es escaso. Los porcentajes correspondientes se

muestran en el Grafico N° 6.
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Grafico N° 6: Moco encontrado en las muestras

RESULTADOS DE LA TINCION GRAM INTERRUMPIDA Y EL CULTIVO
CON FILTRO CON LA TECNICA DE LA Klebsiella EN LA IDENTIFICACION

PRESUNTIVA DE Campylobacter sp.

Identificacidén presuntiva de Campylobacter sp. con la tincion Gram inte-

rrumpida

Tabla N° 7: Identificacion presuntiva de Campylobacter sp. con la tincion Gram interrumpida

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
Negativo 391 94,4% 94,4%
Positivo 23 5,6% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 7 presenta resultados de la tincion Gram interrumpido en la identifi-
cacion presuntiva de Campylobacter sp obtenidos a partir de las 414 muestras
de heces que fueron analizadas en el area de microbiologia médica de un Hos-

pital Nacional de Lima siguiendo los protocolos y procedimientos establecidos.
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Mediante la utilizacion de la tincion Gram interrumpida, se encontré 391 mues-

tra con resultado negativo y 23 muestras con resultados positivos.

Resultados del cultivo con filtro con la técnica de la Klebsiella en la identi-

ficacion presuntiva de Campylobacter sp.

Tabla N° 8: Identificacién presuntiva de Campylobacter sp. mediante cultivo

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
Negativo 371 89,6% 89,6%
Positivo 43 10,4% 100,0%

Total 414 100,0%

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 8 presenta resultados del cultivo con filtros con la técnica de la Kle-
bsiella en la identificacién presuntiva de Campylobacter sp. A partir de las 414
muestras de heces que fueron analizadas en el area de microbiologia médica
de un Hospital Nacional de Lima siguiendo los protocolos y procedimientos es-
tablecidos. Mediante la utilizacion del cultivo con filtro usando la técnica de la
Klebsiella, se encontré 371 muestras con resultado negativo y 43 muestras con

resultados positivos.

Sensibilidad y especificidad de la tincion Gram interrumpida con relacion

al cultivo con filtro con la técnica de la Klebsiella.

Tabla N° 09: Resultados de la tincibn Gram interrumpida y el cultivo

Cultivo con filtros

. " Total

Negativo Positivo
Tincién Gram  Negativo 368 23 391
Interrumpida Positivo 5 20 03
Total 371 43 414

Fuente: Elaboracion propia
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La tabla N° 09 presenta los resultados de la tinciéon Gram interrumpida con re-
lacion al cultivo en la identificacion presuntiva de Campylobacter sp. Con el
método de tincion Gram interrumpida se encontré 23 valores positivos y 391
valores negativos. Con el método de cultivo con filtro con la técnica de la Kleb-
siella se encontr6 43 valores positivos y 371 valores negativos. Al comparar los
resultados de la tincion gram interrumpida con relacion al cultivo de referencia,

se encontrd una sensibilidad del 46,5% y una especificidad del 99,2%.

Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) de la
tincion Gram interrumpida con relacién al cultivo con filtro con técnica de

la Klebsiella en la identificacion presuntiva de Campylobacter sp,

Para obtener el valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
de la tincion Gram interrumpida con relacion al cultivo con filtro con la técnica

de la Klebsiella en la identificacion presuntiva de Campylobacter sp, se utilizo el
teorema de Bayes tomandose como prevalencia para Campylobacter el 8.0%.3°

(prevalencia)(sensibilidad)

VPP =
(prevalencia)(sensibilidad) + (L00 —especificidad ) (L00 —eprevalencia)
VPP =83,4%
VPN (1— prevalencia)(especificidad) VPN = 95.5%

B (1— prevalencia)(especificidad) + (L— sensibilidad)(prevalenvia)

El valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) son valo-

res altos, lo que nos indica que la tincion Gram interrumpida es un método ade-

cuado en la identificacion de Campylobacter sp.
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Correlacién entre la tincion Gram interrumpida y el cultivo con filtro con la

técnica de la Klebsiella

Tabla N° 10: Prueba Chi-cuadrado

Significacion asint6-

valor gl tica (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 98,401 1 0,000
Correccién de continuidad 94,814 1 0,000
Razén de verosimilitud 43,373 1 0,000
Asociacién lineal por lineal 98,401 i 0,000
N de caso validos 414

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla N° 10 se presenta la correlacion, mediante la prueba Chi-cuadrado
de Pearson, entre la tincion Gram interrumpida y el cultivo con filtro con la
técnica de la Klebsiella. Se observa que existe correlacion entre ambos méto-

dos (p < 0,05).

Nivel de Correlacién entre la tincion gram interrumpida y el cultivo con
filtro con la técnica de la Klebsiella en la identificacién presuntiva de

Campylobacter sp.

Tabla N° 11: Prueba Phi de Pearson

Significacion asinto-

Valor tica (bilateral)
Nominal por nominal Phi de Pearson 0,481 0,000
V de Cramer 0,481 0,000
N de caso validos 414

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla N° 11 se muestra el nivel de la correlacion entre la tincion Gram
interrumpida y el cultivo con filtro con la técnica de la Klebsiella. El nivel de la
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correlacién, entre ambos métodos, se obtuvo mediante el estadistico de prueba
Phi de Pearson. Se observa que el nivel de correlacion es medio, puesto que

@ =0,4812.

Grado de concordancia entre la tincion Gram interrumpida y el cultivo con

filtro con la técnica de la Klebsiella

Tabla N° 12: indice Kappa de Cohen

Error estandarizado . Significacion
Valor . T aproximada )
asintotico aproximada
Medida de acuerdo 0,575 0,074 11,286 0,000
Kappa
N de caso validos 414

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla N° 12 se presenta el grado de concordancia, obtenida mediante la
prueba indice de Kappa, entre la tincién gram interrumpida y el cultivo con filtro
con la técnica de la Klebsiella. Se observa que existe correlacion significativa
entre ambos métodos (p <0,05) pero el grado de concordancia es moderado

(k =0,575%) con un IC 95%.

Razdn de verosimilitud positiva y negativa de la tincion Gram interrumpi-
da con relacién al cultivo filtro con la técnica de la Klebsiella

Dado que las evaluaciones de la la tincibn Gram interrumpida con relacion al
cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella son altas, excepto la sensibili-
dad, se obtuvo las razones de verosimilitud cuyos valores nos determinaran si
el método de la tincion gram interrumpida en la identificacion presuntiva de
Campylobacter sp, tiene una buena precision diagnostica.
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Las razones de verosimilitud positiva es mayor que 10, mientras que la razén
de verosimilitud negativa es menor que 1, lo cual permite afirmar que el método
de la tincibn Gram interrumpida en la identificacién presuntiva de Campylobac-
ter sp, tiene una buena precision diagndéstica en comparacion con el cultivo con

filtros con la técnica de la Klebsiella.

4.2 Discusién

Conocedores de la importancia clinica de la infeccion producida por las espe-
cies de Campylobacter sobre todo en nifios, es fundamental realizar el aisla-
miento de este enteropatégeno desde la llegada de las muestras fecales al la-
boratorio.

Es por ello que en los paises con mayores recursos econémicos como E.U.A.,
segun Chanqueo y Garcia, manifiestan que hasta un 97% de los laboratorios
realizan en forma rutinaria busqueda de Campylobacter sp en muestras feca-
les.’? En su blUsqueda directa con microscopio de contraste de fase y tincion de
Gram Hucker, encontraron una sensibilidad de 43,5 a 65,5% y especificidad de
95 a 99,4% ; un estudio mas reciente arrojo una sensibilidad de 89%, especifi-
cidad de 99,7% y valor predictor positivo de 97%; pero este a su vez es opera-
dor dependiente y no supera al cultivo.'?

Es por ello que apostamos por la biusqueda activa de Campylobacter sp. me-

diante el cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella ya que es esencial
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para el diagnostico y asi incrementar el aislamiento de patdégenos entéricos
ademas de reducir costos. La prevalencia encontrada en el presente estudio

realizada en pacientes pediatricos de 0 a 4 afios atendidos de agosto del 2015
a junio 2016 fue de 8.0%.3°

Tomando en cuenta que los nilos menores de 1 afio representan un gran por-
centaje de la poblacién afectada, acercandose a las mencionadas en otros es-
tudios en pacientes pediatricos, se encontré en estos estudios un 13.20% en
nifios <1 afio se encontraban infectados y en el presente estudio la poblacién
afectada <1 afo fue de alrededor del 50% que podria indicar una mala manipu-

lacion de los alimentos y de los preparados lacteos artificiales.

En la mayoria de casos las reacciones inflamatorias positivas con cultivo a
Campylobacter positivo presentaban moco moderado 34.8% mientras que en
otro estudio realizado por Patifio G. muestra que la presencia de moco 84.2%
en las mayorias de muestras positivas a Campylobacter sp.sin embargo no es
excluyente la presencia de moco pues se observaron muestras sin presencia
de moco en un 15.78% .En cuanto a los leucocitos encontrados mayores de
100 por campo 26.1%; hematies mayor de 100 por campo 8.7% lo que nos
hace pensar que Campylobacter sp. pueda expresar o modular sus factores de
virulencia de acuerdo las condiciones inmunolégicas de cada paciente las ex-
posiciones repetidas pueden determinar un cierto grado de inmunidad .Se defi-
nen en dos grupos: de tipo adherente invasor que producird diarrea de tipo

inflamatoria y el otro de tipo enterotoxigénico dando lugar a diarreas secreto-

ras.!?
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En cuanto al sexo de los pacientes pediatricos, el presente estudio dio como
resultado 65.2% a pacientes varones. Por otro lado si tomamos en cuenta la
procedencia de las muestras fecales para la prueba de reaccién inflamatoria
gue estas a su vez dieron resultado positivo, se obtuvo que el 89.1% de estas
muestras procedian del &rea de emergencias pediatricas del Hospital.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y necesitando un diagndstico rapido;
la tincion Gram interrumpido alcanza un papel importante y es por ello que en
el presente estudio se encontré: una sensibilidad del 46,5% y una especificidad
del 99,2%, valores muy similares a lo descrito por Chanqueo y Garcia.*? La
sensibilidad encontrada en nuestro estudio en la tincion de Gram interrumpido
es baja determinando que muchos pacientes pediatricos con la infeccion no
seran diagnosticados, mientras que muestra la alta especificidad implica la de-

teccion correcta de los pacientes pediatricos sanos a Campylobacter sp.

Ademas, un valor predictivo positivo de 83.4% Yy un valor predictivo negativo de
95.5% encontrado muestran un valor significativamente alto, lo que nos mani-
fiesta que la técnica del Gram interrumpida es muy util y adecuada en el diag-
nostico presuntivo de Campylobacter sp. valores que no se pueden comparar

con algunos trabajos anteriores ya que estos no lo mencionan.

También, presenta correlacion con el cultivo con filtros con la técnica de la Kle-
bsiella ya que existe correlacién entre ambos métodos (p < 0,05) muy diferente
de lo encontrado por Patifio en su trabajo con la tincién de Vago.'° En cuanto al
nivel de correlacion se obtuvo que el nivel de correlacion es medio, puesto que

usando el estadistico de Phi de Pearson, ¢ =0,481, considerado un nivel me-

dio, teniendo en cuenta en el presente estudio un nivel de significancia de
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0.000(p < 0.05), con un grado de concordancia usando el indice Kappa de

cohen de 0.573, considerado como moderado.

Por lo tanto es importante realizar el aislamiento de Campylobacter sp. en el
estudio de enfermedades diarreicas agudas no solo para identificar al germen
sino también para realizar estudios de susceptibilidad ya que se viene incre-
mentado la resistencia frente a algunos antimicrobianos como ciprofloxacina y

eritromicina.

A pesar que se usa un medio de cultivo de agar sangre con filtro, en ocasiones
otros microorganismos atraviesan el filtro (Proteus) dificultando el aislamiento
de Campylobacter. Seria necesario realizar otras pruebas bioquimicas para la

identificacion a nivel de especie.

También, debemos tener en cuenta que por la similitud morfoldégica, Campylo-
bacter se puede confundir con el género Arcobacter, un patdégeno zoondtico
emergente en humanos y animales. Hasta la fecha, hay escasos reportes de
aislamiento de Arcobacter en el Peru y se debe considerar en el diagnéstico

diferencial con Campylobacter .33

60



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

v' Se encuentra correlacion entre la tincion Gram Interrumpida y el cultivo
con filtro con la técnica de la Klebsiella en la identificacion presuntiva de
Campylobacter sp. en muestras de heces de niflos de un Hospital Na-
cional de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 2016.

v' La sensibilidad de la tincion de Gram interrumpida en el presente estudio
fue 46.5% vy la especificidad es de 99.2%, para la identificacién presunti-
va de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifios de un Hospital
Nacional de Lima, Julio 2015 a Junio 2016.

v’ El valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de la tincion Gram
interrumpida respecto al cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella
fue de 83.4% y 95.5% respectivamente, para la identificacion presuntiva
de Campylobacter sp. en muestras de heces de nifos.

v El nivel de correlacion de la tincion de Gram interrumpida con relacién al
cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiellla, usando el estadistico de
Phi de Pearson, es de 0.481, considerado un nivel medio (p < 0.05), con
una concordancia moderado segun el indice Kappa de cohen de 0.573,
para la identificacion presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de
heces de nifios de un Hospital Nacional de Lima.

v Los pacientes atendidos en un Hospital Nacional de Lima corresponden
a edades comprendidas entre 0 a 4 afios en su mayoria y cerca de un
90% ingresan por emergencia pediatrica con cuadro compatible a En-

fermedades diarreicas agudas.
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v La presencia de Leucocitos en heces en mas de 50 por campo es indica-
tivo de reaccién inflamatoria positiva con relevancia en mas de un 50%
de los casos en el diagnostico de Campylobacter sp y no asi en nimero

incrementado la deteccion de glébulos rojos y moco fecal.

5.2 Recomendaciones

1. Debido a que Campylobacter sp. es uno de los principales agentes causan-
tes de enfermedades diarreicas de transmision alimentaria y una de las mas
comunes de gastroenteritis se deberia incluir la busqueda y el aislamiento co-
mo parte de la rutina diaria en los laboratorios clinicos en los diversos estable-
cimientos del ministerio de salud sobre todo en la poblacion mas vulnerables

que son los pacientes pediatricos.

2. El método de cultivo para Campylobacter usando los filtros junto con la téc-
nica de la Klebsiella para microaerofilia son simples y de bajo costos y no ne-
cesita aditivos gasométricos ni insumos de medios costosos que contengan
antibioticos. Y asi podria ser mas accesible y realizarse en los diversos esta-

blecimientos de salud del pais.
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INSTRUMENTO

ANEXO N°1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Examen Microscépico:

PRUEBA

RESULTADO

Reaccioén Inflamatoria

nw o4~ 0o o0oo6ocmr

0 — 15 x campo

16-30x campo

31-50 x campo

>50 x campo

>100 x campo

om-— 4 >=zmzIT

0 -5 x campo

6— 10 x campo

11-50 x campo

>50 x campo

>100 x campo

[oNoNo<

AUSENCIA DE MOCO

1(+)

2(+)

3(%)
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PRUEBA

Tincion Gram Interrumpida NEGATIVO
POSITIVA
PRUEBA
Cultivo con filtros con la técnica NEGATIVO
de la Klebsiellla
POSITIVA

70




ANEXO N° 2

1. La prevalencia del 8.0% fue obtenida de la Oficina de Gestion de la informacion
del Ministerio de Salud.

2 .Nivel de Correlaciéon entre variables cualitativas de acuerdo al Phi de Pearson

Valor Phi Nivel de relacién o corre-
(@) lacion
¢>0,5 Alto

0,3<9p<0,5 Medio

0,3>¢ Bajo

3.Nivel de concordancia del indice Kappa

Valor Kappa Grado de concordancia
0,81 -1,00 Muy buena

0,61-0,80 Buena

0,41 - 0,60 Moderada

0,21 -0,40 Ligera

0,00 - 0,20 Mala

4 .Para que una prueba diagnéstica sea confiable, debe de tener una buena precision diag-
noéstica. La precision diagnostica queda determinada cuando la razén de verosimilitud posi-

tiva es mayor que 1y la razén de verosimilitud negativa es menor que 1.
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ANEXO N° 3

CASOS DE ENTERITIS DEBIDA A CAMPILOBACTER POR ETAPAS DE VIDA, SEGUN DEPARTAMENTOS

ANO 2010

DEPARTAMENTO 00a - 11a 12a-17a 18a - 29a 30a-59a 60a > TOTAL

AMAZONAS 9 0 2 1 0 12
ANCASH 8 0 1 3 1 13
APURIMAC 1 1 1 0 1 4
AREQUIPA 5 2 3 1 1 12
AYACUCHO 3 1 3 1 1 9
CAJAMARCA 16 3 2 2 0 23
CALLAO 5 0 1 3 0 9
Cusco 10 3 0 4 4 21
HUANCAVELICA 15 0 2 1 2 20
HUANUCO 48 4 8 3 0 63
ICA 2 0 0 2 1 5
JUNIN 8 0 1 5 1 15
LA LIBERTAD 10 2 1 2 0 15
LAMBAYEQUE 8 0 0 4 1 13
LIMA 48 4 20 22 3 97
LORETO 4 0 0 0 1 5
MADRE DE DIOS 0 0 0 0 0 0
MOQUEGUA 0 0 0 0 0 0
PASCO 2 0 0 0 0 2
PIURA 0 0 0 0 0 0
PUNO 3 0 1 2 1 7
SAN MARTIN 2 0 0 3 1 6
TACNA 0 0 0 0 0 0
TUMBES 6 0 0 2 0 8
UCAYALI 0 0 0 0 0 0
TOTAL 213 20 46 61 19 359

Fuente: Oficina General de Estadistica e Informatica
*Los datos provienen de los registros de consulta externa de los establecimientos de salud del

Minsa y los gobiernos regionales del pais.
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CASOS DE ENTERITIS DEBIDA A CAMPILOBACTER POR ETAPAS DE VIDA, SEGUN DEPARTAMENTOS

ANO 2011
DEPARTAMENTO 00a - 11a 12a-17a 18a - 29a 30a-59a 60a >
AMAZONAS 3 0 0 1 0
ANCASH 5 1 1 0 0
APURIMAC 6 2 0 1 0
AREQUIPA 3 1 1 3 1
AYACUCHO 4 2 0 3 0
CAJAMARCA 11 1 0 1 3
CALLAO 18 4 10 8 1
Cusco 24 1 3 1 2
HUANCAVELICA 4 0 1 2 0
HUANUCO 9 0 0 3 0
ICA 0 0 0 2 0
JUNIN 19 1 4 3 1
LA LIBERTAD 16 0 0 2 0
LAMBAYEQUE 5 0 0 1 1
LIMA 39 3 3 8 0
LORETO 7 0 0 1 1
MADRE DE DIOS 0 0 1 0 0
MOQUEGUA 1 0 0 0 0
PASCO 1 1 0 2 0
PIURA 2 0 1 0 0
PUNO 2 0 0 1 1
SAN MARTIN 6 0 0 0 0
TACNA 0 0 0 0 0
TUMBES 7 0 1 2 0
UCAYALI 0 0 0 0 0
TOTAL 192 17 26 45 11

Fuente: Oficina General de Estadistica e Informatica

TOTAL

*Los datos provienen de los registros de consulta externa de los establecimientos de salud del

Minsa y los gobiernos regionales del pais.
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CASOS DE ENTERITIS DEBIDA A CAMPILOBACTER POR ETAPAS DE VIDA, SEGUN DEPARTAMEN-

TOS
ANO 2012
DEPARTAMENTO 00a - 11a 12a-17a 18a - 29a 30a-59a 60a TOTAL

AMAZONAS 1 0 0 0 0 1
ANCASH 7 1 1 9 5 23
APURIMAC 20 2 2 5 3 32
AREQUIPA 3 1 0 2 1 7
AYACUCHO 7 0 3 1 6 17
CAJAMARCA 10 1 1 1 1 14
CALLAO 18 5 8 12 3 46
CuUsco 23 2 1 14 4 44
HUANCAVELICA 0 0 0 0 0 0
HUANUCO 11 1 1 4 0 17
ICA 2 0 0 0 0 2
JUNIN 22 3 1 4 3 33
LA LIBERTAD 12 2 2 5 1 22
LAMBAYEQUE 2 1 0 1 0 4
LIMA 143 2 16 36 19 216
LORETO 7 0 0 2 0 9
MADRE DE DIOS 0 0 0 0 0 0
MOQUEGUA 2 0 1 0 0 3
PASCO 3 0 0 0 0 3
PIURA 29 0 1 4 1 35
PUNO 7 1 0 1 3 12
SAN MARTIN 17 1 1 4 2 25
TACNA 2 0 0 3 0 5
TUMBES 11 1 2 4 1 19
UCAYALI 1 0 1 0 0 2

TOTAL 360 24 42 112 53 591

Fuente: Oficina General de Estadistica e Informatica
*Los datos provienen de los registros de consulta externa de los establecimientos de salud del

Minsa y los gobiernos regionales del pais.
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CASOS DE ENTERITIS DEBIDA A CAMPILOBACTER POR ETAPAS DE VIDA, SEGUN DEPARTAMENTOS

ANO 2013

DEPARTAMENTO 00a-11a 12a-17a 18a-29a 30a-59a 60a TOTAL
AMAZONAS 3 0 1 0 1 5
ANCASH 8 4 4 11 1 28
APURIMAC 3 0 0 1 2 6
AREQUIPA 31 5 8 7 3 54
AYACUCHO 4 1 0 3 1 9
CAJAMARCA 82 18 13 13 6 132
CALLAO 6 1 3 2 0 12
CUsco 20 1 4 8 2 35
HUANCAVELICA 1 0 0 0 0 1
HUANUCO 7 0 2 4 0 13
ICA 4 0 1 0 0 5
JUNIN 36 9 6 19 15 85
LA LIBERTAD 21 2 4 8 3 38
LAMBAYEQUE 6 1 0 0 0 7
LIMA 179 13 33 50 23 298
LORETO 18 0 0 3 1 22
MADRE DE DIOS 0 0 0 1 0 1
MOQUEGUA 1 0 0 0 0 1
PASCO 5 0 2 1 1 9
PIURA 13 0 1 4 2 20
PUNO 6 2 0 4 3 15
SAN MARTIN 105 5 8 20 6 144
TACNA 4 2 2 4 4 16
TUMBES 11 0 2 1 4 18
UCAYALI 0 0 0 0 0 0

TOTAL 574 64 94 164 78 974

Fuente: Oficina General de Estadistica e Informatica
*Los datos provienen de los registros de consulta externa de los establecimientos de salud del

Minsa y los gobiernos regionales del pais.
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CASOS DE ENTERITIS DEBIDA A CAMPILOBACTER POR ETAPAS DE VIDA, SEGUN DEPARTAMENTOS

ANO 2014
DEPARTAMENTO 00a - 11a 12a-17a 18a - 29a 30a-59a 60a TOTAL

AMAZONAS 4 0 1 2 0 7
ANCASH 9 2 4 4 7 26
APURIMAC 8 0 1 3 1 13
AREQUIPA 64 4 8 27 3 106
AYACUCHO 6 1 0 2 0 9
CAJAMARCA 64 13 11 23 6 117
CALLAO 0 0 0 0 0 0
Cusco 21 1 2 9 4 37
HUANCAVELICA 1 0 0 0 0 1
HUANUCO 14 0 1 8 2 25
ICA 9 0 0 2 1 12
JUNIN 11 3 7 17 5 43
LA LIBERTAD 42 1 7 10 3 63
LAMBAYEQUE 5 0 0 3 1 9
LIMA 79 8 11 21 8 127
LORETO 7 0 0 2 0 9
MADRE DE DIOS 5 0 1 1 0 7
MOQUEGUA 1 0 0 0 0 1
PASCO 1 0 0 0 0 1
PIURA 10 1 1 3 3 18
PUNO 5 0 0 0 1 6
SAN MARTIN 83 7 8 31 5 134
TACNA 2 0 0 2 1 5
TUMBES 8 0 1 3 0 12
UCAYALI 3 0 0 1 0 4

TOTAL 462 41 64 174 51 792

Fuente: Oficina General de Estadistica e Informética
*Los datos provienen de los registros de consulta externa de los establecimientos de salud del

Minsa y los gobiernos regionales del pais.
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ANEXO N° 4

ENFERMEDAD DIARREICA AGUDA EN NINOS DE 0 A 11 ANOS

CASOS.

ANO

DIAGNOSTICOS
2015 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2015 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2015 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2015 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2015 f)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2015 f)

2. EDA Complicada (a+b+c+d+e+
2015 f)

2. EDA Complicada (a+b+c+d+e+
2015 f)

2016 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2016 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2016 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2016 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2016 f)

2. EDA Complicada (a+b+c+d+e+
2016 f)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2016 f)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2016 f)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2016 f)

2017 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2017 1.EDA Sin Complicacion (a+b+c+d)
2017 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)
2017 1. EDA Sin Complicacién (a+b+c+d)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2017 f)

2. EDA Complicada (a+b+c+d+e+
2017 f)

2. EDA Complicada(a+b+c+d+e+
2017 f)

Fuente: OGTI MINSA

DETALLE

a. Acuosa Aguda s/deshidratacion

b. Sospechoso de cdlera s/deshidratacion
c. Disenteria s/deshidratacién

d. Diarrea persistente

a. Acuosa Aguda c/deshidratacion
b. Sospechoso de cdlera c/deshidratacion

c. Disenteria c/deshidratacion

d. Acuosa Aguda c/deshidratacion c/shock

a. Acuosa Aguda s/deshidratacion

b. Sospechoso de cdlera s/deshidratacion
c. Disenteria s/deshidratacién

d. Diarrea persistente

a. Acuosa Aguda c/deshidratacién

b. Sospechoso de cdlera c/deshidratacion
c. Disenteria c/deshidratacion

d. Acuosa Aguda c/deshidratacion c/shock

e. Sospechoso de cdlera c/deshidratacion
c/shock

a. Acuosa Aguda s/deshidratacion

b. Sospechoso de cdlera s/deshidratacion
c. Disenteria s/deshidratacién

d. Diarrea persistente

a. Acuosa Aguda c/deshidratacién
c. Disenteria c¢/deshidratacion

d. Acuosa Aguda c/deshidratacion c/shock

GRUPOS DE EDAD.
<01 01-04
Afo Afos
81135 265455 128902
63 77 28
20639 69269 35340
3294 7912 3346
1461 4356 1448
0 1 1
192 694 276
1 7 2
70370 232482 114279
47 85 39
18773 62475 32094
2581 6700 2943
1146 3596 1209
0 1 1
175 643 251
2 14 3
0 5 0
32139 106854 55264
22 32 20
8489 26572 13814
1255 3122 1259
524 1487 477
57 245 108
1 1 0




ANEXO N°5

A. OTRAS INFECCIONES BACTERIANAS ANO 2015

A04 - OTRAS INFECCIONES INTESTINALES

CATEGORIA BACTERIANAS
RESUMEN ANO ETAPA DE VIDA
Suma de casos 2015 etapa

Total
SUBCATEGORIA 00a-1la 12a-17a 18a-29a 30a-59a 60a> 2015
A040 - Infeccion debida a Escherichia Coli Enteropa-
togena 1212 126 202 370 203 2113
A041 - Infeccion debida a Escherichia Coli Enterotoxi-
gena 200 19 28 46 32 325
A042 - Infeccion debida a Escherichia Coli Enteroinva-
siva 58 8 16 19 16 117
A043 - Infeccion debida a Escherichia Coli Enterohe-
morragica 40 7 13 23 9 92
A044 - Otras Infecciones Intestinales debidas a Esche-
richia Coli 565 60 108 192 87 1012
A045 - Enteritis debida a Campylobacter 361 36 49 109 55 610
A046 - Enteritis debida a Yersinia Enterocolitica 57 9 15 21 13 115
A047 - Enterocolitis debida a Clostridium difficile 675 97 149 262 111 1294
A048 - Otras Infecciones Intestinales Bacterianas
Especificadas 6974 803 1194 2139 1043 12153
A049 - Infeccion Intestinal Bacteriana, no Especificada 119811 12699 19843 37954 19086 | 209393
Total general 129953 13864 21617 41135 20655 | 227224

Fuente: OGTI MINSA
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B. OTRAS INFECCIONES BACTERIANAS ANO 2017

AO4 - OTRAS INFECCIONES INTESTINALES

CATEGORIA BACTERIANAS
RESUMEN ANO ETAPA DE VIDA
2017

00a - 12a - 18a - 30a - Total
SUBCATEGORIA 11a 17a 29a 59a 60a > 2017
A040 - Infeccion debida a Escherichia Coli Enteropa-
togena 520 57 111 201 122 1011
A041 - Infeccion debida a Escherichia Coli Enteroto-
xigena 92 10 19 37 18 176
A042 - Infeccion debida a Escherichia Coli Enteroin-
vasiva 19 5 4 16 7 51
A043 - Infeccion debida a Escherichia Coli Entero-
hemorragica 20 0 6 20 5 51
A044 - Otras Infecciones Intestinales debidas a Es-
cherichia Coli 261 32 40 92 48 473
A045 - Enteritis debida a Campylobacter 165 15 30 54 28 292
A046 - Enteritis debida a Yersinia Enterocolitica 49 2 13 26 6 96
A047 - Enterocolitis debida a Clostridium difficile 386 40 81 135 66 708
A048 - Otras Infecciones Intestinales Bacterianas
Especificadas 3385 394 629 1096 593 6097
A049 - Infeccion Intestinal Bacteriana, no Especifica-
da 46352 5552 8706 17495 9405 87510
Total general 51249 6107 9639 19172 10298 96465

Fuente: OGTI MINSA
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ANEXO N° 6

Figura 1: Microscopia: Tincién Gram Interrumpida presencia de abundantes

leucocitos.
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Figura 3: Dispensacion de la muestra al filtro 0.45um en la placa Agar Sangre.

Figura 4: Placa de Agar Sangre sembrada con el germen y sellada con una banda

de latex (guante); al lado una lamina teflida con Gram interrumpida.
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Figura 5: Colonias de Campylobacter, con el método del filtro a las 24 horas de
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incubacién a 42°C en ambiente de microaerofilia.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

CORRELACION ENTRE LA TINCION GRAM INTERRUMPIDA Y EL CULTIVO CON FILTROS CON LA TECNICA DE LA Klebsiella EN LA IDENTIFICACION PRESUNTIVA
DE Campylobacter sp. EN MUESTRAS DE HECES DE NINOS DE UN HOSPITAL NACIONAL DE LIMA EN EL PERIODO JULIO 2015 A JUNIO DEL 2016

PROBLEMA

PROBLEMA GENERAL

¢ Existe correlacién de la tincién Gram interrumpida y
el cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella en
la identificacidn presuntiva de Campylobacter sp. en
muestras de heces de nifios de un Hospital Nacional
de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 2016?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

v’ ¢Cudl es la sensibilidad y especificidad de la
tincion Gram interrumpido y el cultivo con filtros
con la técnica de la Klebsiella en la identificacion
presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de
heces de nifios de un Hospital Nacional de Lima
en el periodo Julio 2015 a Junio 2016?

v' ¢ Cudl es el valor predictivo positivo y negativo de
la tincién Gram interrumpida y el cultivo con filtros
con la técnica de la Klebsiella en la identificacion
presuntiva de Campylobacter sp. en muestras de
heces de nifios de un Hospital Nacional de Lima
en el periodo Julio 2015 a Junio 2016?

v' ¢ Cudl es el nivel de correlacion entre los resulta-
dos obtenidos por la tincion Gram interrumpida y
el cultivo con filtros con la técnica de la Klebsiella
en la identificacién presuntiva de Campylobacter
sp. en muestras de heces de  nifios de un Hos-
pital Nacional de Lima en el periodo Julio 2015 a
Junio 20167

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la correlacion de la tincibn Gram inte-

rrumpida y el cultivo con filtros con la técnica de la

Klebsiella en la identificacion presuntiva de Campy-

lobacter sp. en muestras de heces de nifios de un

Hospital Nacional de Lima en el periodo Julio 2015

a Junio del 2016.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

v' Calcular la sensibilidad y especificidad de la
tincion Gram interrumpida y el cultivo con filtros
con la técnica de la Klebsiella en la identifica-
cion presuntiva de Campylobacter sp. en mues-
tras de heces de nifios de un Hospital Nacional
de Lima en el periodo Julio 2015 a Junio 2016.

v Calcular el valor predictivo positivo y negativo
de la tincion Gram interrumpida y el cultivo con
filtros con la técnica de la Klebsiella en la identi-
ficacion presuntiva de Campylobacter sp. en
muestras de heces de nifios de un Hospital Na-
cional de Lima. Julio 2015 a Junio 2016.

v Establecer el nivel de correlacion de la tincion
Gram interrumpida y el cultivo con filtros con la
técnica de la Klebsiella en la identificacion pre-
suntiva de Campylobacter sp. en muestras de
heces de nifios de un Hospital Nacional de Lima
en el periodo Julio 2015 a Junio 2016.

VARIABLES

Tincion GRAM Interrumpida

Cultivo bacteriolégico con filtros con la
técnica de la Klebsiella
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INDICADORES

Bacilos curvos o en
espiral Gram negativo

Crecimiento bacteriano

METODOLOGIA TRATAMIENTO ESTADISTICO

METODO: Cientifico , descriptivo y comparativo

DISENO: No experimental y de corte transversal

POBLACION

Est4 constituida por todas las muestras de pacientes pediatricos de 0 a 4
afios de edad, atendidos en el &rea de microbiologia médica para la prueba

de reaccidn inflamatoria en heces de un Hospital Nacional de Lima atendidos Estadistico
en el mes de Julio del 2015 a Junio del 2016. descriptivo
MUESTRA

Esta constituida por todas las muestras de pacientes pediatricos de 0 a 4
afios de edad, atendidos en el area de microbiologia médica para la prueba
de reaccién inflamatoria en heces y con resultado positivo de un Hospital
Nacional de Lima atendidos en el mes de Julio del 2015 a Junio del 2016.
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