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RESUMEN

La Campylobacteriosis —una enfermedad bacteriana zoondtica observada en todo el
mundo—. Informes recientes indican que especies de Campylobacter no jejuni/coli estan
emergiendo como causantes de gastroenteritis bacteriana en humanos. Por lo que, nos
proyectamos a determinar la carga, caracteristicas clinicas y los factores de riesgos
determinantes para adquirir una infeccion sintomatica por Campylobacter spp en nifios
hasta 1 afio de edad. A la vez, investigar las especies de Campylobacter que circulan y

estan relacionadas a gastroenteritis en infantes.

En el periodo de junio 2017 a julio 2018, se colectaron datos demograficos de 173 nifios
entre 0 — 12 meses de edad, posteriormente, siguiendo un disefio de caso — control
anidado, se seleccionaron 54 muestras de primeros episodios de diarrea por
Campylobacter spp (Casos) y 108 no diarreicas (Controles), pareados por sexo y edad al
momento del episodio. Muestras de heces recolectadas fueron ensayadas por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR por sus siglas en inglés). Se
determinaron los factores de riesgos por medio de un anélisis bivariado y de regresién

logistica multivariada.

Los 173 nifios experimentaron 293 episodios de gastroenteritis, identificandose
Campylobacter spp en el 20.1% de casos, con una tasa de incidencia de 11 por 10,000
personas — dias, de los cuales las caracteristicas clinicas de mayor frecuencia radicaron
en diarrea, fiebre y vomito, y el 44% de los casos estaban coinfectados con al menos un

virus entérico, incluidos Rotavirus, Norovirus, Sapovirus, Adenovirus y/o Astrovirus.

Como factor protector se observé el “Nivel de pobreza” [P=0.02, ORa=0.38, 1C95%
(0.16, 0.91)], por otro lado se identificaron como factores de riesgo la “presencia de aves
de corral en el hogar” y “haber tenido un primer episodio de gastroenteritis por alguna
otra causa” [P=0.02, ORa = 3.75, 1C95% (1.44, 9.79); P= 0.001, ORa=3.33, 1C95%
(1.42, 7.78), respectivamente].

Fueron identificadas especies de C. jejuni/coli en un 66.1%, y especies no jejuni / coli en
el 33.9% de los episodios de gastroenteritis. Entre las especies no jejuni/coli se logro
identificar el 15% C. concicus, 5% C. hyointestinalis, 5% C. vulpis y 5% C. hominis.

Siendo el caso de C. vulpis el primer caso reportado hasta el momento en humanos.
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1. INTRODUCCION

La gastroenteritis es una razén comun de hospitalizacién en infantes y una de las
principales causas de mortalidad en todo el mundo, siendo este grupo etario los que se
ven afectados de manera desproporcionada.) Un estudio de revision sistémica estima
que cada afio ocurren alrededor de 1.700 millones de episodios de Gastroenteritis Aguda
Infecciosa y 700 mil muertes por esta causa en nifios menores de cinco afios de edad a
nivel mundial.? La Gastroenteritis Aguda Infecciosa se presenta mayormente en
lactantes de paises de medio y bajo ingresos, grupo en el cual aun representa la segunda

causa de muerte infecciosa.®

Existe una diversidad de bacterias, virus y parasitos que puede causar Gastroenteritis
Aguda Infecciosa.*® Los agentes méas frecuentemente involucrados varian de acuerdo a
las condiciones socioeconémicas y sanitarias de la region y con la edad del paciente.®
En paises con mejores condiciones sanitarias, por ejemplo Chile, tiende a predominar la
etiologia viral (Rotavirus y Norovirus), mientras que las bacterias (Campylobacter spp,
Salmonella y Shiguella spp) son mas frecuentes en zonas de medio bajos y bajos
ingresos.® " Sin embargo no es una regla, en Dinamarca se observa a Campylobacter spp
como segunda casusa de gastroenteritis bacteriana en nifios menores de 5 afios de edad.®
Las variaciones por edad se explican por los cambios en habitos alimentarios y conductas
(fuente de contagio), adquisicion de respuesta inmune efectiva y presencia de co-

morbilidades.®

Campylobacter es uno de los agentes etiologicos y principales causante de Gastroenteritis
bacteriana en nifios menores de cinco afio de edad en paises de medio y bajo ingresos.®
9 Campylobacter es el segundo patdgeno bacteriano de mayor incidencia encontrado en
nifios de 0 a 11 meses de edad y el tercero en nifios de 12 a 24 meses de edad procedentes
de las regiones de Asia, Africa y Sur América.’® Es poco frecuente que las
Campylobacteriosis resulten en serias complicaciones post-infeccion tales como

bacteremialV, artritis reactival*> ¥ y sindrome de Guillain-Barré.(4 1%

La transmision al ser humano principalmente es zoonotica, por contacto directo o

indirecto, puesto que se transmite por productos alimenticios de origen animal® ) asi
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como carnes de aves de corral®®, vacunos, porcinos®, ovinos*® y esporadicamente con
mariscos.?® 2 También, esta asociado con animales de compafiia, como perros, gatos?

23) y aves @4, Por lo tanto, representa un mayor desafio de salud publica.

Este género incluye a mas de 18 especies de las cuales Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli son los patégenos cominmente asociados con la enfermedad en
humanos® 2% 28) Sin embargo, también se han reportado que especies poco frecuentes
ocasionan enfermedades en humanos tales como Campylobacter hyointestinalis,

Campylobacter troglodytis, Campylobacter upsaliensis y Campylobacter concisus. ¢

En Nicaragua, un tnico estudio reporto6 la presencia de Campylobacter spp en nifios con
diarrea, haciendo uso de métodos clasicos de cultivo bacterioldgico, reportando una
prevalencia del 0.3% (1/337)." Estos métodos tradicionales de cultivo bacteriano para la
deteccion de Campylobacter spp que involucran el aislamiento del microorganismo,
requieren mucha experiencia, trabajo y tiempo, lo cual se traduce en una baja sensibilidad
diagnostica y una pobre valoracién de la importancia de Campylobacter spp.?® Sin
embargo, en la actualidad se han desarrollado nuevos métodos moleculares basados en la
deteccion del ADN de Campylobacter, ya sea por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) convencional o por PCR en Tiempo Real (RT —PCR).?® Asi, para poder investigar
la verdadera carga de Campylobacteriosis y sus factores de riesgo, se plantea el presente
estudio empleando un ensayo de alta sensibilidad y especificidad (RT- PCR) para la
identificacion de Campylobacter spp en el primer afio de vida de infantes Leoneses, y su

posterior identificacion de especies en conjunto con secuenciacion de Sanger.
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2. ANTECEDENTES

En 1980, Kuratsujil T y colaboradores realizaron un estudio en el hospital de la ciudad de
Yamato — Japdn enfocado en la “Gastroenteritis por Campylobacter en nifios”,
observaron que 16 (4.3%) de 374 nifios con diarrea, tuvieron C. jejuni identificados por
método de cultivo bacterioldgico, obteniendo asi a C. jejuni como la tercer causa de
gastroenteritis bacteriana en una poblacion pediatrica de la ciudad de Yamato.?

En 1987, Carmona F y colaboradores realizaron un estudio en Cali, Valle, Colombia,
enfocado en “C. jejuni en nifios con enfermedad diarreica aguda”, obtuvieron 31 (13.4%)
muestras positivas para C. jejuni de 231 nifios con diarrea aguda, utilizando el método de

cultivo bacteriolégico.®V

En 1999-2000, Kapperud G y colaboradores llevaron a cabo un estudio prospectivo de
casos y controles de Campylobacteriosis esporadica, en Noruega, por para identificar los
factores de riesgo prevenibles y los factores potencialmente protectores. Se incluyeron
212 casos y 422 controles de poblacion. En el analisis de regresion logistica condicional,
se encontrd que los factores estaban asociados de manera independiente con un mayor
riesgo de infeccion por Campylobacter spp: beber agua no potable, comer en barbacoas,
comer aves de corral compradas semi-crudas, tener exposicion laboral a animales y comer
carne de cerdo poco cocida. Los siguientes factores se relacionaron de forma
independiente con una disminucion del riesgo: comer cordero, comer frutas crudas o
bayas y nadar. Ademas, el agua potable puede constituir el reservorio comun que vincula

la infeccion en humanos y animales, incluida las aves de corral y las aves silvestres.©?

En 2010, Stein C y colaboradores realizaron un estudio basado en edades especificas,
orientado que “Campylobacter spp como la principal causa de gastroenteritis bacteriana
y disenteria en nifios hospitalizados” en la region occidental de Galilea en Israel,
obteniendo que de 99 nifios hospitalizados con gastroenteritis bacteriana Campylobacter
spp fue identificada utilizando cultivo bacteriologico de las heces diarreicas, como el
mayor patdgeno implicado en la gastroenteritis con 61% de los casos. En cuanto a la
disenteria Campylobacter spp fue el mayor de los patdégenos encontrados, con 72%

positivo para este patdgeno de los 62 casos hospitalizados.®?
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En ese mismo afio en Nicaragua, se efectué un estudio por Becker S y colaboradores,
enfocado en “Etiologia de la diarrea infantil después de la introduccion de la vacuna
contra el rotavirus: un estudio prospectivo de base poblacional en Nicaragua,”
encontrando Campylobacter spp en el 0.3% (1) de 337 nifios que experimentaron al
menos un episodio de diarrea. Estos resultados se obtuvieron haciendo uso del método de
cultivo clasico bacterioldgico.?”

En el 2012, Lee G y colaboradores, usando datos de una cohorte prospectiva del afio, en
la zona Peruana Amazona, de 442 nifios de 0 a 72 meses, obtuvieron que en pacientes
sintomaéticos el 8,3% de los episodios de diarrea se asociaron con Campylobacter spp
(tasa de incidencia bruta = 0,37 episodios / afio) y el 4,9% de las muestras asintomaticas

trimestrales fueron positivas para Campylobacter spp.©%

Diferentes estudios han mostrado evidencia que Campylobacter es una bacteria
zoonotica, por ejemplo en 2012 se realizd un estudio de tipo transversal que identifico la
prevalencia de C. jejuni y C. coli en muestras fecales humanas y de ganado, elaborado
por Osbjer K y colaboradores en una region de Cambodia. Se detecté mediante PCR
convencional y se identificaron los factores de riesgo zoonoéticos asociados con la
positividad de Campylobacter en humanos. En total, se tomaron muestras de 681
humanos y 753 animales (pollos, patos, cerdos, ganado) de 269 hogares. Los nifios
menores de 16 afios fueron mas frecuentemente positivos para Campylobacter (19%) que
los adultos (8%). Campylobacter fue altamente prevalente en cerdos (72%) y pollos
(56%) vy los factores de riesgo asociados con Campylobacter humanos se identificaron

positivamente en toda la cadena de produccion de carne: Cerdos y pollos de crianza.®®

A pesar que, los principales reportes de gastroenteritis por Campylobacter orientan que
C. jejuni y C. coli son las principales especies asociada a la enfermedad en humanos, un
estudio realizado por Platts J y colaboradores en 2014 en una cohorte desde el nacimiento
(MAL — ED) compuesta por aproximadamente 2000 infantes enrolados (cumpliendo su
primer afio de vida en febrero del 2013) de 8 diferentes paises, en donde ellos
seleccionaron a Bangladesh, Peri y Tanzania, encontraron la presencia de C.
hyoinstestinalis (52.8 %), C. concisus (3.7 %), C. troglodytis (33.9 %), C. upsaliensis (7.5
%) y C. jejuni/coli (3.8 %), resultados obtenidos por Enzima InmunoEnsayo, RT — PCR

y secuenciacion de especie especifica.®
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Otro estudio realizado en New Delhi, India, por Ghosh R y colaboradores en 2016,
dirigido a la buasqueda de “Perfiles clinicos y epidemiologicos de Campylobacter
asociados a diarrea entre nifios de New Delhi”. Utilizando el método de cultivo
bacterioldgico en las heces, encontraron a 32 (15.61%) muestras de heces diarreicas

positivas para Campylobacter spp.©?”

El aporte realizado por Sainato R y colaboradores en asociacion con el Ministerio de
Salud de Egipto, la Unidad de Investigacion Médica Naval Namero 3 (NAMRU-3) y los
Institutos Nacionales de Salud (NIH) en poblacion pediatrica con diarrea en Egipto en
2018, dirigido a la “Epidemiologia de la infeccion por Campylobacter entre nifios en
Egipto”. Observaron que de 1,057 nifios captados, se encontraron 322 (30.5%) aislados
de Campylobacter (189 C. jejuni y 127 C. coli), el aislamiento se realizé por método de

cultivo bacteriolégico de las heces diarreicas.®

De la cohorte MAL-ED del 2018, Rogawski E y colaboradores. Utilizaron diagndsticos
moleculares (RT - PCR) en muestras de heces no diarreicas para la deteccion de
Campylobacter spp, obteniendo 8398 (28%) de 30,030 muestras.®® Tomando como base
nuevamente la cohorte MAL — ED, Platts J y colaboradores en ese mismo afio
se enfocaron en evaluar “La etiologia, la carga y las caracteristicas clinicas de la diarrea”
en nifios en entornos de bajos recursos, haciendo uso de métodos cuantitativos de
diagnostico molecular (RT — PCR), se seleccionaron 1715 infantes completados sus 2
afios de edad, obteniendo 40406 muestras de heces para andlisis por RT — PCR, la
incidencia para C. jejuni/coli fue de 12.1 (por cada 100 nifios al afio), de los paises

involucrados se observé que la alta incidencia provenia de Per(.‘9

Campylobacter spp es un agente bacteriano responsable de muchas de las gastroenteritis
bacteriana diagnosticadas en diversas partes del mundo, raramente puede ser causa de
complicaciones graves tales como artritis reactiva, sindrome de Guillain-Barré y
bacteremia. La carga y las especies que circulan en Latino Ameérica, especificamente en
Nicaragua es poco conocida a pesar de que existe un estudio al respecto, sin embargo el
dato reflejado por dicho estudio podria ser poco certero por el uso diagnostico utilizado
(cultivo bacterioldgico), por lo gue un estudio como el nuestro podria revelar la verdadera
carga y especies circulantes en nuestro medio, gracias al uso del método molecular (RT

—PCR) y secuenciacion de Sanger.
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3. JUSTIFICACION

Las especies del género de Campylobacter estan frecuentemente implicadas en
gastroenteritis en humanos en paises de bajo y mediano ingreso (LMIC por sus siglas en
inglés), a la vez estas se reportan como infecciones zoonoticas siendo su principal
vehiculo de transmision los alimentos de origen avicola y bovino. Entre los factores de
riesgo asociados a gastroenteritis por Campylobacter spp en estos paises estan
principalmente las malas condiciones higiénicas y la presencia de animales en el hogar.
Sin embargo, la dindmica natural y factores asociados a las infecciones por
Campylobacter spp no se comprende en su totalidad. Paralelamente, este género también
se ha asociado a un déficit en el desarrollo fisico y cognitivo de los infantes, asi como a
sindromes autoinmunes i.e., Guillain-Barré. Adicionalmente, las especies C. jejuni 'y C.
coli resaltan por estar dentro de los patdgenos entéricos mas frecuentes detectados en
casos de gastroenteritis en los primeros afios de vida, dejando a las otras especies de
Campylobacter poco valoradas por no ser comiunmente reportadas como patdgenas en

humanos.

La descripcion de la carga y consecuencias reales de la Campylobacteriosis se ha visto
limitada en décadas por la baja sensibilidad de su ensayo diagnostico como es el cultivo
microbioldgico clasico, sobre todo en paises como Nicaragua. Sin embargo, el desarrollo
de ensayos mas sensibles como el RT-PCR, permite lograr una mejor valoracion de la
Campylobacteriosis. Asi, con el presente estudio se pretende contribuir a la generacion
del conocimiento sobre la carga, caracteristicas clinicas y los posibles factores que
contribuyen a adquirir las infecciones por Campylobacter spp en nifios de la ciudad de
Ledn, Nicaragua; mediante ensayos moleculares. Ademas, de la identificacion de

especies emergentes de Campylobacter asociadas a gastroenteritis y sus complicaciones.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la carga, las caracteristicas clinicas, los factores de riesgos y las especies
asociadas a gastroenteritis por Campylobacter spp en nifios hasta 1 afio de edad de la

ciudad Ledn, Nicaragua?
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

Determinar la carga, las caracteristicas clinicas, los factores de riesgos y las especies
asociadas a gastroenteritis por Campylobacter spp en nifios hasta 1 afio de edad de la
ciudad Ledn, Nicaragua.

5.2. Objetivos especificos:

¢+ Describir caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los nifios en estudio.

< Investigar la presencia de Campylobacter spp en muestras diarreicas y no

diarreicas de nifios menores o iguales a 12 meses.

+«+ Determinar el riesgo atribuible de Campylobacteriosis en nifios hasta 1 afio de
edad con gastroenteritis.

% Evaluar si existe asociacién entre las infecciones sintomaticas causadas por
Campylobacter spp y las caracteristicas clinicas-epidemioldgicas como

potenciales factores de riego.

++ Establecer por medio del empleo de un ensayo de RT-PCR y secuenciacion de
Sanger que especies de Campylobacter circulan en la poblacion en estudio.
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6. MARCO TEORICO
6.1. HISTORIA

El género Campylobacter fue descrita por primera vez en 1886 por el pediatra y
bacteri6logo aleméan Theodore Escherich (1857 — 1911),“%- Publico una serie de articulos
en los que describio estas bacterias curvas o espirales presentes en el colon de los nifios
que habian muerto a causa de lo que ¢l denomindé como “célera infantil”, no obstante

Escherich creia que estas bacterias espirales no desempefiaban ningtin papel etioldgico.“?

El género Campylobacter es una de las causas mas comunes de enfermedades diarreicas
transmitidas por alimentos, teniendo el puesto nimero 2 en todo el mundo.®? Hacia
mucho tiempo que habian sido descritas por Escherich, las bacterias no se aislaron con
éxito a partir de muestras fecales humanas hasta el afio 1972. Durante mucho tiempo se
clasificaron entre los vibrios, pero Sebald y Veron propusieron el género Campylobacter
en 1963 para estos bacilos delgados y curvos que difieren del colera clésico y de los
vibrios halofilos®3 4

Las especies de Campylobacter no fueron reconocidas como patégenos humanos hasta la
década de los 70s, Las especies de Campylobacter termofilicas entre las que se incluyen
C. jejuni y C. coli se consideran como el origen més frecuente de gastroenteritis en el

hombre; ocasionadas en su mayoria por C. jejuni (80%) C. coli (10%).“®

Hasta el afio 1968 no se consiguio el aislamiento de Campylobacter en heces. Dekeyser
y Butzler consiguieron el aislamiento de C. jejuni en sangre tras aplicar una técnica
especial de filtracion diferencial de heces a través de filtros e inoculacién en un medio
selectivo. Este primer cultivo fecal demostré que la infeccion intestinal era el origen de

la bacteremia.“®)

6.2. CLASIFICACION TAXONOMICA.

El andlisis de la secuencia del ADN ribosomico 16S dentro del phylum Proteobacteria
genera cinco clases diferenciadas, siendo una de ellas las Epsilonbacterias. Dentro de esta
clase podemos encontrar la érden: Campylobacterales. EI género de Campylobacter

pertenece a la familia Campylobacteraceae.“”
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Existen 25 especies y 8 subespecies diferentes descritas dentro del género
Campylobacter. Desde el afio 2009, se han descrito siete especies nuevas y se ha
reclasificado la especie Campylobacter lari en dos subespecies (sbsp): sbsp. lari y sbsp.
concheus®® Su analisis filogenético mediante Amplified fragment length polymorphism
(AFLP) y perfiles proteicos por SDS-PAGE las sita en grupos diferentes. Asi mismo, se
ha reclasificado la anteriormente denominada Bacteroides ureolyticus como

Campylobacter ureolyticus (C. ureolyticus).“

6.3. MORFOLOGIA Y METABOLISMO

Las bacterias pertenecientes al género Campylobacter son bacilos Gram negativos de
aspecto delgado, capaces de crecer en una atmasfera de 5% de oxigeno, 10% de didxido
de carbono y 85% de nitrogeno (microaerofilicos). La mayoria de estas bacterias crecen
a una temperatura de 37 °C, a excepcién de C. jejuni que crece a 42 °C no formadores de
esporas ni pigmentos, con morfologia curvada o con tendencia a adoptar una forma
espiral, aunque hay especies con aspecto de bacilos rectos. Pueden formar cadenas cortas
que asemejan al microscopio una S o bien la forma de alas de gaviota. Las dimensiones
se encuentran entre 0.5 y 5 um de largo y 0.2-0.8 pm de ancho. La mayoria de las especies
de Campylobacter producen catalasa, por otro lado C. jejuni subsp. doylei pueden reducir
el nitrato a nitrito. C. jejuni es la Unica especie que hidroliza el sodio. Campylobacter
obtiene su energia de aminoacidos o intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico
(Ciclo de Krebs) y no utiliza azlcares ni produce Indol. Con la excepcion de
Campylobacter gracilis (C. gracilis) (anteriormente Bacteroides gracilis), las especies de
Campylobacter son oxidasa positivas.*? Algunas especies de Campylobacter pueden
crecer anaerébicamente en presencia de ciertos aceptores de electrones como fumarato,

aspartato o nitrato. 0 59

Una caracteristica de este género es la aparicion de formas cocoides en aquellos cultivos
viejos y en las denominadas formas viables-no cultivables. Estas formas parecen ser una
respuesta de la bacteria a condiciones de estrés como son la concentracion de oxigeno
atmosférico, temperaturas extremas o ausencia de nutrientes.®? En este estado las
bacterias poseen un metabolismo respiratorio y se suponen infectivas, pero no son
cultivables en ningin medio de cultivo actual (lo cual no quiere decir que no sean

realmente cultivables).®3)
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Respecto al metabolismo, son quimiorganotrofas respiratorias. La caracteristica de ser
microaerofilica se debe a que C. jejuni posee una enzima (Ribonucleotido reductasa) que

es dependiente de oxigeno y necesaria en la sintesis de ADN.®%

Poseen diferentes reductasas, principalmente de tipo periplasmico que les permiten
utilizar una variedad de aceptores finales de electrones ademas del oxigeno: nitratos,
nitritos, sulfatos, fumarato, dimetilsulfoxido (DMSO), sulfitos, etc.®* 5% Estas enzimas
de tipo reductasa, no solamente ayudan en la respiracién de Campylobacter sino que en
el caso de las nitrato y nitrito reductasas estan implicadas en la detoxificacion de formas

reactivas de nitrogeno que pudieran formarse.®®

No fermentan u oxidan ningin carbohidrato, ya que carecen de la enzima
fosfofructoquinasa para la fermentacion de aztcares.®® Sin embargo si poseen el resto de
enzimas de la oxidacion de la glucosa y de las pentosas.®” % La Gnica excepcion en el
metabolismo de azlcares es la existencia de algunas cepas de C. jejuni capaces de

metabolizar la fucosa.®®

En la obtencion de energia van a utilizar intermediarios del Ciclo de Krebs, pero sobre
todo, aminoacidos como serina, aspartato, glutamato y prolina (facilmente accesibles en
el intestino de las aves). Adicionalmente, algunas cepas pueden metabolizar también la

glutamina y la asparagina.®®

6.4. EPIDEMIOLOGIA

La enteritis, causada por Campylobacter, es la forma mas frecuente de diarrea aguda. Esta
enfermedad es muy comudn en paises industrializados, asi como en los paises en
desarrollo, en los cuales se ha encontrado que afecta a la gente de todas las edades,
teniendo una distribucion binomial en nifios menores de 4 afios y adultos jovenes de 15 a
44 afios de edad.®?

C. jejuni es la bacteria méas frecuentemente aislada como agente causante de diarrea. Se
ha observado que las infecciones por estas bacterias son de tipo estacional, sobre todo en

climas templados donde ocurre dos veces al afio en verano e invierno.®?
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En los Estados Unidos, Campylobacter y Salmonella son las 2 causas méas comunes de
enfermedades transmitidas por los alimentos. En 2016, la incidencia de enteritis por
Campylobacter confirmada por cultivo o pruebas de diagnostico independientes del
cultivo fue de 17.4 infecciones por cada 100,000 personas, lo que la convierte en la causa
mas comUnmente identificada de enfermedades transmitidas por los alimentos en los
Estados Unidos. Campylobacter ha sido rastreado a través de la Red de vigilancia activa
de enfermedades transmitidas por alimentos desde 1996 y ha sido una enfermedad
reportada desde 2015. La mayoria de las infecciones por Campylobacter son leves y auto-
limitadas, pero en 2016, el 20% de las infecciones reportadas resultaron en

hospitalizacion y se identificaron 26 muertes atribuibles.®?

En los paises en vias de desarrollo, la infeccion es hiperendémica (Ver Tabla 1) y la
infeccion sintomaética ocurre casi exclusivamente en bebés e infantes, que pueden
infectarse repetidamente. Las infecciones posteriores tienden a ser asintomaticas, lo que

hace que la enfermedad sintomatica sea rara en nifios mayores o adultos.®®

Tabla 1: distribucion de casos de Campylobacter por alimentos. Betelgeux, S.L. Campylobacter la
bacteria discreta

Afio Lugar N° de Alimento implicado Referencia
casos
2013 Pennsylvania, 8 Leche cruda CDC (2013d)
EE.UU
2010  Northumberland, 24 Paté de higado de pollo Inns et
Reino Unido al.(2010)
2009 Creta, Grecia 37 Agua de grifo Karagiannis et
al (2010)
2007 Columbia 225 Ingestion de lodo en una carrera Stuart et al
Britanica, Canada de mountain bike (2010)
2007 Reros, Noruega 105 Agua de grifo no tratada jakopanec et al
(2008)
2007 Kansas, EE.UU 68 Queso fresco CDC (2009)
2005 Australia 11 Preparaciones conteniendo pollo Black et al
(2006)
2005 Copenhague, 79 Ensalada de pollo Mazick et al
Dinamarca (2006)
2003 Madrid, Espafia 81 Natillas Jiménez et al

(2005)
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6.5. TRANSMISION

C. jejuniy C. coli se transmiten por via fecal-oral, se pueden propagar por contacto directo
y en fomites, entre ellos el agua y el alimento. Ademas, C. jejuni se puede encontrar
presente en las secreciones vaginales, los fetos abortados, y las membranas fetales de las
ovejas que abortan. Las carnes con poca coccion, de aves y otros animales, constituyen
fuentes de infeccion para las mascotas. Las moscas domésticas pueden actuar como
vectores mecanicos. Los humanos se pueden infectar al ingerir carnes con poca coccién
de aves y otros animales, leche cruda, almejas crudas, alimentos contaminados o0 agua no
clorada, y después del contacto con ganado o0 mascotas infectados. Se observan portadores
asintomaticos en muchas especies de animales domésticos; los humanos no suelen

convertirse en portadores.®4

Las especies de Campylobacter no toleran condiciones de calor o sequedad pero pueden
sobrevivir por algun tiempo en ambientes humedos. C, jejuni puede sobrevivir unas pocas
semanas hasta unos pocos meses bajo condiciones de humedad y oxigeno-reducido a 4
°C; pero solo unos pocos dias a temperatura ambiente. Algunas cepas también soportan
temperaturas de -20 °C. Ademas, esta especie puede permanecer viable hasta 9 dias en
las heces, 3 dias en la leche, y de 2 a 5 dias en el agua. Puede sobrevivir en las secreciones
vaginales o en las pasturas durante varios dias bajo condiciones de campo. Tanto C. jejuni
como C. coli pueden permanecer activas en las camas humedas de aves de corral durante
periodos prolongados. C. fetus puede sobrevivir 24 horas en el estiércol liquido y hasta

20 dias en el suelo.®®

En el otofio de 2017 en Estados Unidos, se asocid un brote multiestatal de Campylobacter
resistente a multiples farmacos a los cachorros vendidos a través de una cadena nacional
de tiendas de mascotas.®) La transmision de persona a persona es mas rara, pero los
cuidadores de nifios u otras personas que usan pariales tienen un mayor riesgo. La
transmision sexual también se ha reportado, especialmente en hombres que tienen sexo

con hombres. 9

Los individuos con HIV (SIDA) tienen un alto riesgo de adquirir la infeccion por
Campylobacter, ademas de que ésta puede ser invasiva.®?
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6.6. MANIFESTACIONES CLINICAS

La infeccion gastrointestinal por lo general es auto-limitada. Se caracteriza por diarrea
acuosa, fiebre, dolor abdominal, calambres y retortijones. Es la infeccién més comun que
se presenta, siendo el prototipo de las Campylobacterias: C. jejuni.®% ) En los EUA se
ha estimado que cada afio existen 2.1 a 2.4 millones de casos humanos infectados por
Campylobacter, caracterizada por diarrea, fiebre y dolor abdominal, son los sintomas més

comunes.©®)

El periodo de incubacion es de 2 a 5 dias, pero puede extenderse hasta los 10 dias. Se ha
observado que el 50% de los pacientes con diarrea es precedido por un periodo febril,
malestar generalizado, mialgia, dolor abdominal y fiebre que puede llegar a los 40 °C. Es
habitual que se presente un periodo con fiebre, cefalea, mialgia y malestar general entre

12y 24 h, antes del inicio de los sintomas. ®* 6769

6.7. FACTORES DE VIRULENCIA

La respuesta de los pollos a la colonizacion por C. jejuni, no conduce a la respuesta
inflamatoria patoldgica que se observa en humanos. C. jejuni puede colonizar pollos en
nimeros extremadamente altos, hasta 10*° unidades formadoras de colonias por gramo
de intestino colonizado. El sitio primario de la colonizacion en las aves son las criptas del
intestino delgado cerca de la unién ileal, donde C. jejuni se encuentra en la capa de moco
cerca de las células epiteliales. Se ha observado una ligera inhibicion de la invasion en
células epiteliales humanas por C. jejuni en presencia de mucus intestinal de aves, lo que
sugiere que la mucosidad podria contribuir a la naturaleza asintomatica de la colonizacién
en las aves."? Una de las diferencias clave entre la infeccion en los seres humanos y los
pollos por C. jejuni es el aparente aumento del nimero de bacterias que pueden invadir
las células epiteliales en el humano.™ Esto sugiere que tanto la adherencia bacteriana y
la invasion en las células epiteliales pueden ser etapas criticas que son esenciales para el
desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, la identificacion de los mecanismos implicados
en estos procesos es la clave para el desarrollo de terapias para el tratamiento de las

infecciones, asi como mejorar nuestra comprension de la patogénesis.(™)
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Los factores de virulencia (Ver Tabla 2) que mas se han relacionado con el desarrollo
de la patogenia son la motilidad por la presencia de flagelos codificados por genes flaA y
flaB, la capacidad de adherencia y colonizacion se han identificado los genes cadF, racR
y dnaJ que participarian en la expresion de esta caracteristica, los genes virB11, ciaB y
pldA el cual codifica una proteina implicada en la sintesis de una membrana de fosfolipasa
exterior que se ha relacionado con la invasion celular?, la expresion de citotoxinas en la
cual participarian por los genes cdtA, cdtB y cdtC y el gen wlaN que ha sido involucrado
en la expresion de los “mimics” de gangliosidos en el sindrome de Guillian-Barré.(>7)

Campylobacter se caracteriza por su rapidez y la motilidad la cual es mediada por flagelos
polares; estas estructuras han sido reconocidas como cruciales para la patogénesis. Los
flagelos estan compuestos de una gran proteina la flagelina, que es codificada por el gen
flaA, y la flagelina menor codificada por flaB, y son altamente homélogas.® Estudios
recientes atribuyen al flagelo una participacion la expresion del Sindrome de Guillain
Barre 7 por lo que es probable que el flagelo tenga una incidencia mayor en distintos
ambitos de la patogenia. Respecto de la invasion en Campylobacter se ha asociado con
diferentes proteinas. Se ha descrito la identidad de sélo una de las proteinas Cia, Ciab,
los genes racR y dnaJ son determinantes para la colonizacion de Campylobacter vy,
presumiblemente, se expresan en respuesta a las condiciones del micro ambiente
intestinal, tales como las diferencias de temperatura entre el medio ambiente y del
intestino.(™® Luego de la invasion, existe produccion de citotoxinas las cuales provocan
inflamacién celular disminuyendo la capacidad de absorcién del intestino.
Campylobacter spp produce una toxina de distension citoletal (CDT), la cual también es
producida por un grupo diverso de otras especies bacterianas, incluyendo E. coli,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Haemophilus ducreyi y Helicobacter hepaticus.
La toxina causa arresto en la transicion del ciclo celular G1 /S o G2 / M. La holotoxina
activa es un complejo compuesto de 3 proteinas codificadas por los genes cdtA, cdtB y
cdtC.( cdtB es conocido por ser el componente toxico, la microinyeccion o transfeccion
de esta subunidad solo en las células huésped conduce a los efectos que se observan con
la holotoxina. Se cree que cdtB actla como una ADNasa, ya que comparte similitud con
una familia de proteinas de ADNasa I. cdtB se localiza en el nicleo de las células huésped,
provocando dafios en el ADN eucariotico. Las funciones de cdtA y cdtC en esta familia

de toxinas no son claras.("V
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Se han identificado una serie de proteinas en C. jejuni como adhesinas. Este grupo incluye
CadF, CapA, JIpA y la proteina principal de la membrana externa (MOMP). Konkel y
col. han identificado a CadF, que es una proteina de 37-kDa que facilita la union de
Campylobacter a Fibronectina. Un estudio reveld la importancia de CadF para la
colonizacion, puesto que Campylobacter mutantes cadF fueron incapaces de colonizar a
los pollos.(™ Otro factor de virulencia importante, es el Lipopolisacarido (LPS), que tiene
actividad endotoxica tipica, como la presente en las Enterobacterias. La estructura del
antigeno “O” del LPS contiene acido sidlico, semejante al que se observa en los
gangliésidos humanos. Su presencia en las cepas aisladas de pacientes con sindrome de
Guillain-Barré sugiere un papel de Campylobacter en la patogenia de esta enfermedad, al
probablemente inducir una respuesta autoinmune contra los gangliésidos humanos. Es asi
como la mayoria de los pacientes que desarrollan el sindrome de Guillain-Barré después
de una enteritis por C. jejuni tienen anticuerpos 1gG que reaccionan con los glangliosidos
GM1, GDlay GQ1b.(*™

Secuencia de los partidores, tamafio del amplificado y temperatura de alineamiento
utilizados en los PCR para deteccion de los genes de virulencia.™

Tabla 2: Factores de virulencia

Factores de virulencia Papel que desempeiia el mecanismo de
patogenicidad
Presencia de flagelos Motilidad, adherencia, colonizacién del hospedero,

secrecion e invasion, secrecion de proteinas (Cia
(Campylobacter invasién antigenos), FlaC, FspA2)

Cépsula Capsula de polisacérido.

Lipopolisacarido (LPS) Actividad endotdxica tipica.

Produccién de proteinas Intervienen en el desarrollo clinico de la enfermedad.

citotoxicas

Toxinas extracelulares Actividad citopética y enterotoxinas clasicas parecidas
a las de la E. coli.

Toxina distentora citoletal = Codificada para 3 genes (cdtA, cdtB y cdtC) ocasiona
distension y su muerte.

Plasmido pVir Codifica para un sistema de secrecion tipo 1V, participa
en invasion celular.
Gen hipO Codifica para una hipuricasa, principal gen para la

identificacion de cepas.
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6.8. PATOGENIA

Existen maltiples organismos y factores del hospedador que permiten la infeccion por
Campylobacter en humanos. Los estudios en voluntarios sanos, asi como los datos de
observacion de los brotes, han demostrado que el in6culo requerido para causar la enteritis
por Campylobacter en humanos puede ser tan bajo como 500 organismos.’® La
interrupcion de la barrera del &cido géastrico permite que la flora patégena, como
Campylobacter, sobreviva y florezca. Por lo tanto, los pacientes con acidez gastrica
reducida, incluidos aquellos que reciben inhibidores de la bomba de protones, pueden
tener un mayor riesgo de infeccion con Campylobacter.® El periodo de incubacion es
relativamente corto, con un intervalo de 1 a 7 dias, con un promedio de 3 dias. Un mayor
indculo puede dar lugar a periodos de incubacién mas cortos. La infeccion se establece
tipicamente en el ileon distal y el colon e inicialmente causa una diarrea no inflamatoria.
A esto le sigue una etapa localmente invasiva que conduce al dafio celular y la inflamacién
que puede presentarse con disenteria, que a veces es seguida por la translocacion a través
del epitelio intestinal, causando linfadenitis e infeccidn extraintestinal. Histolégicamente,
la infeccion es idéntica a la salmonelosis o la shigelosis y estda marcada por una
inflamacion aguda de la mucosa y un edema, que puede incluir la infiltracion de la lamina

propia y la formacion de abscesos en la cripta.®?

Los mecanismos exactos de la infeccion no se comprenden completamente, pero se han
identificado varios factores de virulencia, como flagelos, plasmidos, adhesinas y factores
quimiotacticos.® La infeccion inicial se establece cuando las bacterias se adhieren a las
células epiteliales intestinales a través de filamentos parecidos a fimbrias. La colonizacién
del tracto gastrointestinal se ve facilitada por flagelos y factores quimiotacticos. Las
flagelinas de Campylobacter no parecen provocar citoquinas proinflamatorias, lo que
puede permitir a Campylobacter evadir una respuesta inmune innata, diferenciandola de
otros patogenos intestinales, incluida la Salmonella.®® Hay una variedad de otras
proteinas de superficie y adhesinas que facilitan la colonizacion y la invasién de las
células epiteliales intestinales. Algunos aislamientos de Campylobacter contienen un
plasmido de alto peso molecular, pVir, que se ha asociado con heces con sangre y se cree

que contribuye a la invasion.®?
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La respuesta inmune a la infeccion por Campylobacter parece ser principalmente
humoral. EIl nivel de inmunoglobulina (Ig) en suero especifico para Campylobacter
aumenta rapidamente durante las primeras 2 semanas después de la infeccion y luego
disminuye lentamente durante el proximo mes. Los niveles de anticuerpos IgM e 1gG
aumentan mas lentamente y alcanzan un maximo de 2 a 3 semanas después del desarrollo

de los sintomas.(®®

6.9. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Para el diagndstico se utilizan cultivos de las heces o, con menor frecuencia, la sangre.
Se puede realizar un diagnostico presuntivo mediante la deteccion de la motilidad rapida
caracteristica utilizando microscopia de campo oscuro o de contraste de fases. Se pueden
observar bacilos Gram negativos curvos o rectos en preparaciones tefiidas por el método
de Gram. El diagndstico definitivo se obtiene mediante el aislamiento del agente causal;
no obstante, Campylobacter es fragil y no siempre puede ser identificado. Los medios
selectivos o las técnicas de filtracion mejoran las posibilidades de aislarla. Se utilizan
pruebas bioquimicas, pruebas de antigenos y anélisis de endonucleasa de restriccion de

ADN para la identificacion de las especies y las cepas. ¢4

También se dispone de ensayos en base a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
y ELISA para la deteccion rapida o la confirmacion de los cultivos.©

El uso de Pruebas diagndsticas Independiente de Cultivos (CIDT), incluidas las pruebas
de amplificacion de &cidos nucleicos, estan aumentando.®? Estas pruebas son
generalmente mas sensibles y tienen tiempos de respuesta méas rapidos que los
diagnosticos tradicionales basados en la cultura. La reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa identifica a Campylobacter en las heces del 20% al 40% mas
frecuentemente que los métodos basados en cultivos.®® Las cepas de Campylobacter se
pueden identificar a nivel de especie con una secuenciacion del gen ARNr 16S.¢"

Las pruebas seroldgicas se pueden usar para detectar una infeccion reciente por
Campylobacter en pacientes con artritis reactiva o Sindrome de Guillain Barre que tienen
estudios de heces negativos. Los estudios serologicos no son Utiles en el diagndstico de

infeccion aguda por Campylobacter.®®)
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6.10. RESISTENCIA

Las fluoroquinolonas también pueden ser un tratamiento eficaz para la infeccion por

Campylobacter, pero la resistencia es cada vez mas comun (Ver Tabla 3), lo que limita

la efectividad de estos agentes para esta indicacion. En el pasado, se pensaba que esta

resistencia era, en parte, atribuible al uso de quinolona en alimentos para aves, pero esta

practica ha sido prohibida en los Estados Unidos desde 2005. Los datos de Estados Unidos

de 2014 indicaron que la resistencia a la ciprofloxacina estaba presente en el 27% de

Aislamientos de C jejuni y 36% de C. coli.®® La resistencia es significativamente mayor

fuera de los Estados Unidos y es importante tener en cuenta en los viajeros.®®

Afortunadamente, la resistencia a los macrolidos sigue siendo rara en los Estados Unidos.

Tabla 3: Susceptibilidad por CMI de Campylobacter aislada de heces diarreicas

Antibidtico

Ofloxacino
Moxifloxacino
Azitromicina
Eritromicina
Clindamicina
Ampicilina
Amoxicilina-ac
clavulanico
Tetraciclina

CMI50
(mg/l)

4
2
0,25
0,5
0,25
2
0,5

32

CMI90
(mg/l)

>128

32

0

N o B~ N O1 o

Intervalo
(mg/l)
<0,06 > 128
<0,06 - 16
<0,06 - 16
<0,06 -8
<0,06-4
<0,06 > 128
<0,06-4

<0,06 > 128

Resistencia

(%)

61,7
37
2
3,7
4.4
4.9
0

61,7
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7. MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Caso — Control anidado.
Area de estudio: Areas aledafias de la ciudad de Ledn — Nicaragua.
Periodo de estudio: De Junio del 2017 a Julio del 2018.

Poblacion: 444 infantes activos en la cohorte del proyecto Sapovirus Gastroenteritis
(SAGE).

Muestra: Se analizaron 293 muestras de heces provenientes de 173 (38.96 %) nifios hasta
1 afio de edad.

Definicidn de casos: Nifios con diarrea positivos para Campylobacter spp.
Definicion de controles: Nifios sin diarrea.

Muestreo: Probabilistico, pareado por sexo, peso al nacer, ruta del parto y edad al

momento de la diarrea.

Para el objetivo de describir las caracteristicas clinicas de nifios menores de 12 meses
de edad que padecen de gastroenteritis: Se analizaron 59 episodios de diarrea con
presencia de Campylobacter spp.

Para el objetivo de determinar la presencia de Campylobacter spp en nifios menores
de 12 meses: Se analizaron un total de 293 episodios de diarreas, provenientes de 173
nifios hasta 1 afio de edad.

Para los objetivos de establecer asociacion entre las infecciones sintomaticas
causadas por Campylobacter y las caracteristicas clinicas-epidemioldgicas como
potenciales factores de riego e identificar fraccion atribuible de las infecciones
causadas por Campylobacter: se analizaron 54 episodios de diarrea con presencia de

Campylobacter (Casos) y 108 heces no diarreicas (Controles).

Para el objetivo de determinar las especies de Campylobacter que circulan en la
poblacién en estudio: se analizaron 59 muestras positivas para Campylobacter spp., por

RT — PCR y secuenciacion de Sanger.
Criterios de inclusion:

v El o la recién nacida pes6 2000 gr o mas al nacimiento (Caso y Control).
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v" El nifio(a) padecid al menos un episodio de diarrea en su primer afio de vida para

seleccionar los casos.
Criterios de exclusion:

v El o la recién nacida tiene una condicién de salud especial* desde nacimiento.

v Hay otro(a) nifio (a) en el hogar ya enrolado en este estudio.

* EXCLUIR si el nifio(a) presenta cualquiera de las siguientes condiciones de salud
especial: Este criterio es fundamentado debido a que el nifio o nifia requiere cuidados

especiales para su desarrollo.

e VIH/SIDA

e Enfermedad genética como Sindrome de Down

Aprobacion del estudio: Este estudio fue aprobado por los Comité de Etica o Juntas de
Revision Institucional de UNAN-Le6n (IRB # Acta No. 2-2017) y la Universidad de
Carolina del Norte en Chapel Hill (IRB # 16-2079). (Ver anexo. Imagen 1)

Fuente de informacion: Se solicité al tutor del nifio o nifia llenar un consentimiento
informado y estar de acuerdo con el mismo, para posteriormente poder solicitar la
informacidn que fue colectada por entrevista directa a los padres y/o tutores de los nifios
mediante un cuestionario o por via telefonica que se realizé durante visitas semanales y

mensuales a cada nifio involucrado en el estudio.
7.1. Recoleccion y procesamiento de la muestra:

Recoleccién de las muestras de heces: Las muestras de heces fueron colectadas una vez
cada mes, sin embargo, también se colectaron muestras de heces diarreicas de las visitas

semanales, de los nifios que padecian la afectacion.

Recoleccion de informacion: Los datos clinicos y epidemioldgicos de los nifios fueron
colectados durante las visitas semanales y mensuales. También se colect6 una ficha

adicional para cuando los nifios presentaron diarrea.

Transporte de la muestra: Las muestras fueron trasportadas en el pafal desechable
utilizado por cada nifio, dentro de una bolsa Zip-Lock estéril, dentro de un termo a +4°C

aproximadamente, al Laboratorio del Centro de Enfermedades Infecciosas (CEl),
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Departamento de Microbiologia y parasitologia, ubicado en el campus médico de la
UNAN - Leon.

Procesamiento y Almacenamiento de la muestra: Las muestras de heces y las
diarreicas se almacenaron en crioviales de 2.0 ml con PBS 1X y en crioviales de 2.0 ml
sin PBS 1X a -20° C hasta su anélisis. Al llegar el dia de anélisis fueron colocadas a -10°

C y por ultimo a +4° C por una hora respectivamente antes de su procesamiento.
7.2. Extraccion y purificacion de ADN gendémico

Se utilizé el método de extraccion QlAamp DNA Stool Mini Kit (Cat # 51604 para 50

analisis).

Paso 1: Se incorporaron glass beads 212-300 um a este método de extraccion con el

objetivo de facilitar un poco més la maceracion de las muestras de heces.

Paso 2: Todas las muestras fueron colocadas en Coolrack antes de utilizarlas, con el fin

de mantener las muestras a temperaturas optimas de viabilidad.
Paso 3: Se agregaron 0.03 gramos de 212-300 pm glass beads en crioviales de 1.8 ml.

Paso 4: Posteriormente se pesé 180-220 mg de la muestra de heces y se afiadieron en

crioviales de 1.8 ml.

NOTA: A) En algunos casos se emplearon heces re-suspendidas en PBS 1X,
se extraian 200 pl de la suspension y se afiadian en crioviales de 1.8 ml (Que

contienen el buffer InhibitEX y las glass beads).
Paso 5: Se anadi6 1.0 ml de buffer InhibitEX a cada criovial con la muestra.

Paso 6: Se colocaron los crioviales con la suspension, en Vortex BEAD MILL (Fisher)

por 1 minutos.
Paso 7: Se calentaron la suspension a 70°C por 5 minutos en bafio maria.

Paso 8: Fueron mezcladas por BEAD MILL por 15 segundos y se centrifugaron la

muestra a 14,000 rpm por 1 minutos.

Paso 9: Se afadieron 15 L de Proteinasa K en un nuevo criovial de 1.8 ml y se agregaron

200 pL del sobrenadante obtenido en el paso 7.

Paso 10: Se adicionaron 200 pL de Buffer AL y se Vortea por 15 segundos.
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Paso 11: Se incubaron a 70°C por 10 minutos en bafio maria. Posteriormente se

centrifugaron brevemente para eliminar gotas en el interior del tubo.

Paso 12: Se agregaron 200 uL de etanol (96-100%) al lisado y se mezclaron por vortex.

Se centrifugaron brevemente para eliminar gotas en el interior del tubo.

Paso 13: Cuidadosamente se agregaron 600 uL del lisado obtenido en el paso 11 a la
columna mini spin previamente. Se cerraron las columnas y se centrifugaron a 14,000
rpm por 1 minuto. Se colocaron las columnas en un nuevo tubo colector de 2 ml y se

descartaron los tubos que contenian el filtrado.

Paso 14: Se abrieron cuidadosamente las columnas y se agregaron 500 puL de Buffer
AW1. Se cerraron las columnas y se centrifugaron a 14,000 rpm por 1 minuto. Se
colocaron las columnas en nuevos tubos colectores de 2 ml y se descartaron los tubos que

contenia el filtrado.

Paso 15: Se abrieron cuidadosamente las columnas y agregaron 500 pL de Buffer AW2.
Se cerraron las columnas y se centrifugaron a 14,000 rpm por 3 minutos. Se colocaron las
columnas en nuevos tubos colectores de 2 ml y descartaron los tubos que contenian el
filtrado.

Nota: Se centrifugaron a 14,000 rpm por 3 minutos nuevamente. Este paso ayudo

a eliminar restos de Buffer AW2.

Paso 16: Al finalizar se transfirieron las columnas de QIAamp a un tubo eppendorf de 1.5
ml previamente etiquetado. Se abrieron cuidadosamente las columnas y se afiadieron 200
pL de Buffer ATE directamente en la membrana. Se incubaron por 1 minuto a
temperatura ambiente, posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm por 1 minuto para
eludir el ADN.

Paso 17: EI ADN eludido fue guardado a -20 °C hasta su analisis.

7.3. Ensayo de RT-PCR para la identificacion de Campylobacter spp y C. jejuni/coli

Para el analisis por el método de RT-PCR se utilizaron Primers y Sondas descritas a

continuacion: (Ver Tabla 4).
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Tabla 4: Descripcion de Primers y Sondas.

ENSAYO PRIMER & PROBE SEQUENCES (5’ 2 3?)
Campylobacter spp.  Forward primer CAC GTG CTA CAA TGG CAT AT
RT-PCR Reverse primer GGC TTC ATGCTC TCGAGT T

Sonda 56-FAM/CAG AGA ACA /ZEN/ ATC CGA ACT GGG ACA /3IABkFQ/

C. coli and Forward primer CTG CTA AAC CAT AGA AAT AAA ATT TCT CAC

C.jejuni RT-PCR  Reverse primer CTT TGA AGG TAA TTT AGA TAT GGA TAA TCG
Sonda 56-JOEN/CAT TTT GAC /ZEN/ GAT TTT TGG CTT
GAJ/3IABKFQ

Los Primers fueron utilizados a concentracion de trabajo de 10 UM y el Probe a 5 uM,

para una concentracion final de 0.4 uM y 0.2 uM respectivamente, en un volumen final

de reaccion de 25 pL.
Preparacion del MasterMix y preparacion del plato.

Se mezclaron los Primers, las sondas, el agua libre de nucleasas y el MasterMix 2.0 para
obtener un volumen de 24 uL para Campylobacter spp y C. jejuni/coli (Ver tabla 5
(Campylobacter spp.)). Se homogeniz6 la mezcla y se centrifugd brevemente antes de

agregar la muestra. Se siguieron las indicaciones a continuacion:

1) En el cuarto blanco, se descongelaron los reactivos y se colocaron en coolrack.

2) Se centrifugaron brevemente los Primers y Sondas y se colocaron en coolrack.

3) Se determinaron el nimero de reacciones (N) por ensayo. Fue necesario hacer
reacciones extras para controles mezcla y por efecto de dilucion.

4) La mezcla se prepara a como se indica. (Ver tabla 5)

Tabla 5: Mezcla para RT — PCR (Campylobacter spp.).

COMPONENETES VOL (uL) / RXN.
Tag Environmental Master Mix 2.0 12.5
Mix Primer Campy 16S (10 uM) 1
Probe Campy 16S (5 puM) 1
Agua libre de nucleasas 9.5
ADN 1
VVolumen total 25

Para la mezcla de RT — PCR para C. jejuni/coli los Primer y Probe “Campy16S” fueron

sustituidos por los Primer y Probe para “C. jejuni/coli”
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Programa de amplificacion.
Se utilizo el equipo para RT — PCR LightCycler® 96 System Instrument de la compafiia
ROCHE para la amplificacion y el analisis de las muestras. Empleando un programa de

amplificacion a como se describe a continuacion: (Ver figura 1)

45 CICLOS
95°C 95°C SINGLE
10 minutos 10 segundos 60°C
1 minuto

Figura 1: Programa de amplificacion para Campylobacter 16S y Campylobacter jejuni/coli

7.4. Secuenciacion de Sanger para la identificacion de especies de Campylobacter.

Para el analisis por Secuenciacion de Sanger se utilizaron Primers descritos en la Tabla

6. La mezcla del master mix para la secuenciacion se detalla en la Tabla 7.

Tabla 6: Descripcion de Primers v Sondas.

Primer Secuencia

Primer Campy 16S_FOR 5" GGATGACACTTTTCGGAGC 3’

Primer Campy 16S REV 5" CATTGTAGCACGTGTGTC 3’

Los Primers fueron utilizados a concentracion de trabajo de 20 uM, para una

concentracion final de 0.2 uM en un volumen final de reaccion de 25 pL.

Tabla 7: Mezcla para secuenciacién de Sanger RT — PCR (especies de

Campylobacter).
COMPONENETES VOL (uL) / RXN.
Hot start tag MM (Qiagen) 12.5
Campy 16S FOR (20 uM) 0.25
Campy 16S REV (20 uM) 0.25
Agua libre de nucleasas 7
ADN 5

Volumen total 25
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Programa de amplificacion (Figura 2).

45 CICLOS
% 94°C - 72°C 72eC
30seg N 3°C T in 1omin N g0
I min
Hold

Figura 2: Programa de amplificacion para secuenciacién de Campylobacter especies.

Las secuencias resultantes se blastearon en el banco de genes digital de la base de datos

Genebank (Busqueda de alineacion local basica) del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

7.5. Aspectos éticos:

>

Se utilizaron los permisos concedidos por el comité de ética al estudio de cohorte
SAGE (Ver Anexo Imagen #1), para los mismos propoésitos de este estudio. El
cual contiene un consentimiento informado solicitando permiso y explicando los
objetivos del estudio a los tutores de los nifios, los cuales seran tratados con
absoluta confidencialidad.

Para la recoleccion de datos fueron manejados por personal capacitado para su
fin.

La informacién adquirida por los tutores mediante formularios, fueron guardados
en oficina bajo llave.

Los datos del estudio fueron utilizados Unicamente para fines investigativos y
educativos.

Los nombres de los participantes del estudio fueron reemplazados por cddigos
para mantener total anonimato.

7.6. Plan de analisis de los resultados:

Los datos de laboratorio y epidemioldgicos fueron introducidos en una base de datos

disefiada en el programa SPSS, Inc. Chicago IL. (Statistical Package for the Social

Sciences) version 21.0.0. Las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas fueron

presentadas como medidas de frecuencias para datos cualitativos (nominal u ordinal) y
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medidas de tendencia central (y + DS) para datos cuantitativos. La incidencia absoluta de
las infecciones por Campylobacter spp fue calculada como numero de casos nuevos
(infecciones por Campylobacter spp) dividido entre la poblacion en estudio, el resultado
obtenido fue multiplicado por 10,000. Se realizo cruce entre variables epidemioldgicas
y variables de laboratorio, siguiendo un analisis univariado para eliminar variables de
confusidn. Se utilizaron tablas de contingencias 2 X 2 para la prueba de Chi cuadrado
(X?) y probabilidad de riesgo como medida de asociacion a un nivel de confianza del 95%

y una significancia empleando un valor P< 0.05.

Los factores de riesgo clinico-epidemioldgicos y los datos de infecciones por
Campylobacter spp fueron determinados usando un sistema de regresion log-binominal
donde las variables fueron ensayadas individualmente en el modelo antes mencionado (Si
estas resultasen estadisticamente significativas P<0.05). Ademas, se estimo la asociacion
entre Campylobacter spp y heces diarreicas versus no diarreicas utilizando la Regresion
de Poisson. También adaptamos el indice de necesidades basicas empleado por el
Instituto  Nacional de Informacién sobre el Desarrollo de Nicaragua

(https://www.inide.gob.ni/) para identificar a los nifios que viven en la pobreza, en funcion

de la construccion del hogar, el estado econdmico y el nivel educativo de los miembros
del hogar. Las especies fueron determinadas en el banco de genes digital de la base de
datos Genebank (Busqueda de alineacion local bésica) del Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Operacionalizacion de variables

Variable Concepto Valor

Caracteristicas generales

Sexo Conjunto de caracteristicas fenotipicas y Masculino
genéticas que diferencian en hombre y Femenino
mujer

Edad Tiempo transcurrido a partir del Numero del mes que
nacimiento de un individuo. corresponde con la edad

de la recoleccion de

datos y muestra
Lactancia Proceso por el que la madre alimenta con Si.
materna leche a su hijo (bebé) a través de sus senos. | No.

Se niega a responder
Caracteristicas epidemioldgicas

Fuente de agua | Fuente de abastecimiento de agua para Agua potable
consumo humano. Agua de pozo
comunitario
Agua purificada
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Tratamiento a
agua de
consumo

Lavado o
desinfeccion de
las manos

Lugar de
deposicion de
excretas
Animales que
viven en el
domicilio.
Nivel de
pobreza

Utilizacion de técnicas de purificacion de
agua para consumo (ej. Filtro de agua,
hervir, utilizacion de cloro, filtro de arena
0 barro, etc.

Frotacion de las manos previamente
enjabonada o desinfectadas con productos
quimicos con el objetivo limpieza y
eliminacion de microorganismos
Recipiente o lugar que sirve para depositar
las excretas

Animales 0 mascotas que habitan en el
mima casa de habitacion

Nivel socioecondmico en funcion de la
construccion del hogar, el estado
econdmico y el nivel educativo de los
miembros del hogar.

Caracteristicas clinicas

Infeccion

Campylobacter
i0sis

Sangre visible
en heces

Episodios de
Diarrea

Hospitalizacion

Hidratacion
intravenosa
(V)

Dias de
hidratacion 1V
Uso de
antibidtico

Dias de terapia
antimicrobiana

Colonizacion del organismo por gérmenes
patdgenos, que se establecen y se
multiplican dentro del hospedero.
Infeccidn comunmente zoonotica causada
por el género Campylobacter spp
Presencia de sangre visible en la materia
fecal (Deposiciones de color rojizas o
negras)

Deposicion de 3 0 mas veces al dia (o0 una
frecuencia mayor que la normal para la
persona) de heces sueltas o liquidas)
Ingreso de una persona enferma a un
hospital para su diagnostico, tratamiento y
curacion por parte del personal médico.
Administracion de sustancias liquidas
directamente en una vena, permitiendo el
acceso inmediato al torrente sanguineo
para suministrar liquidos y/o
medicamentos.

Cantidad de dias en que el paciente ha
recibido hidratacion intravenosa

Uso de sustancia antimicrobiana utilizada
con la finalidad de eliminar o impedir el
crecimiento de los microorganismos
sensibles

Cantidad de dias en que el paciente ha
recibido terapia antimicrobiana

Otro
Nunca
A veces
Siempre

Si.
No.
Se niega a responder

Letrinas

Inodoro

Otro

Ninguno, perro, gato,
gallina, cerdo, vaca, loro,
otros.

No pobre

Pobre

Extremadamente pobre

Infeccion sintomatica
Infeccion asintomatica

Positivo
Negativo
Si.

No.

1,2,3,4,5 6,7,>7

Si.

No.

Se niega a responder
Si.

No.

Se niega a responder

1,2,3,4,56, 7, 8, 9,
10, >10

Si.

No.

No sabe/Se niega a
responder
1,2,3,4,56, 7, 8, 9,
10, >10
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8. RESULTADOS

8.1 Incidencia, Caracteristicas Clinicas y Carga de gastroenteritis por
Campylobacter spp

Para determinar la frecuencia de Campylobacter spp en las muestras diarreicas, se
analizaron un total de 293 episodios que experimentaron 173 nifios durante su primer afio
de vida, encontrandose Campylobacter spp en 59 (20.1 %) muestras, y calculandose una
tasa de incidencia por 10,000 personas — dias = 11. Cabe mencionar que 49 nifios tuvieron
una muestra positiva y 5 nifios tuvieron dos muestras positivas para Campylobacter spp,
respectivamente, estos Gltimos reflejaron un minimo y un maximo de 1.1 y 5.6 meses

respectivamente entre un episodio y otro.

De los 59 casos de Campylobacter spp, 55 (93%) se asociaron con diarrea, que duré una
media de seis dias, y los cuatro restantes tuvieron vomitos solamente. Catorce (24%) se
asociaron con vémitos, con una duracion promedio de 2 dias (Tabla # 8a). Se observo
sangre en las heces en seis (10%) episodios. Veintitin casos (36%) recibieron atencién en
una clinica de atencién primaria, nueve (15%) en el area de emergencias y dos (3%)
fueron hospitalizados. Casi la mitad (44%) de los casos estaban coinfectados con al menos
un virus entérico, incluidos rotavirus, norovirus, sapovirus, adenovirus y/o astrovirus.
Veintisiete (46 %) recibieron medicamentos para tratar los sintomas de la gastroenteritis,

principalmente antibidticos y probidticos (Tabla # 8a).

Tabla # 8a. Caracteristicas clinicas de Campylobacteriosis en nifios 2017-2018

Caracteristicas clinicas (n=59) n (%) o media (IQR)
Presencia de diarrea 55 (93.2)
Duracién media de diarrea por dia 6.0 (4.0,7.5)
Media de numero méximo de deposiciones de heces en 24 horas 6.0 (5.0, 7.5)
Presencia de vomito 14 (23.7)
Duracién media en dias 1.5 (1.0, 3.6)
Fiebre 18 (30.5)
Sangre en las heces 6 (10.2)
Recibe atencion primaria en clinica 21 (35.6)
Recibe atencion en el hospital 234
Recibe atencion en el area de emergencia 9 (15.3)
Recibe zinc 17 (28.8)
Recibe liquido intravenoso 1(1.7)
Recibe medicacion en los ultimos 7 dias 32 (54.2)
Razon por la que recibe otros medicamentos
Para el tratamiento de la gastroenteritis 27 (45.8)
Para el tratamiento de otra enfermedad 9 (15.3)
Co-infeccion con virus entérico (5 perdidos) 24 (44.4)
Rotavirus (5 perdidos) 13 (24.1)
Sapovirus (5 perdidos) 6 (11.1)
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Norovirus (5 perdidos) 6 (11.1)
Astrovirus (5 perdidos) 3(5.6)

Luego, para estimar la proporcion de casos de gastroenteritis que fueron atribuibles a
Campylobacter spp, seleccionamos al azar a 90 nifios de los 173 que experimentaron
gastroenteritis y 90 controles de la misma edad sin gastroenteritis en los 28 dias anteriores
al inicio del caso. Un total de 24 (26.7%) de los casos de gastroenteritis fueron positivos
para Campylobacter spp., en comparacion con 5 (5.6%) de los controles. La probabilidad
de gastroenteritis por Campylobacter spp fue 6.18 veces mayor en nifios con diarrea que
en nifios controles (IC 95%: 2.24, 17.07). En todas la muestras de estos 180 nifios, el
22,4% (IC 95%: 11.19, 32.11) de los casos de gastroenteritis podrian atribuirse a la

infeccion por Campylobacter spp.

Ademas de lo anteriormente descrito, resulta muy interesante resaltar que los episodios
de gastroenteritis asociados con C. jejuni/coli mostraron una mayor duracion de la diarrea
y vOmitos en comparacion con los episodios de gastroenteritis por especies no jejuni /coli
(Tabla # 8b). Sin embargo, las otras especies de Campylobacter tendieron a tener una
mayor frecuencia de deposiciones en un periodo de 24 horas (P = 0.07), asi mismo la
madre y/o tutores de estos nifios mostraron tener mas probabilidades de buscar
tratamiento en un centro de salud, cabe mencionar que ningun nifio infectado con otras

especies de Campylobacter experiment heces con sangre.

Tabla # 8b. Caracteristicas clinicas de C. jejuni/coli comparado con otras especies de Campylobacter

Caracteristicas clinicas (n=59) C. jejuni/coli Otras especies? Valor- P
n (%) o media (IQR) (n=39) (n=20)

Presencia de diarrea 37 (94.9) 18 (90.0) 0.5
Duracién media de diarrea por dia 6.7 (4.0, 8.0) 4.0 (3.0, 6.5) 0.04
Media de nimero maximo de deposiciones de 6.0 (5.0,7.0) 6.6 (6.0, 8.0) 0.07

heces en 24 horas

Presencia de vomito 9(23.1) 5 (25.0) 1.0
Duracién media en dias 2.0(1.0,4.0) 1.0 (1.0, 1.0) 0.2

Fiebre 11 (28.2) 7 (35.0) 0.6

Sangre en las heces 6 (15.4) 0 (0.0) 0.09

Recibe atencion primaria en clinica 11 (28.2) 10 (50.0) 0.1

Recibe atencion en el hospital 2(5.1) 0 (0.0) 0.5

Recibe atencion en el area de emergencia 5 (12.8) 4 (20.0) 0.5

Recibe zinc 10 (25.6) 7 (35.0) 0.5

Recibe liquido intravenoso 1(2.6) 0 (0.0) 1.0

Recibe medicacion en los Ultimos 7 dias 19 (48.7) 13 (65.0) 0.2

Razon por la que recibe otros medicamentos
Para el tratamiento de la gastroenteritis 15 (38.5) 12 (60.0) 0.1
Para el tratamiento de otra enfermedad 6 (15.4) 3(15.0) 1.0

Co-infeccion con virus entérico (5 perdidos) 19 (54.3) 5(26.3) 0.08
Rotavirus (5 perdidos) 8 (22.9) 5 (26.3) 1.0
Sapovirus (5 perdidos) 5 (14.3) 1(5.3) 0.4
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Norovirus (5 perdidos) 5 (14.3) 1(5.3) 0.4
Astrovirus (5 perdidos) 3(8.6) 0 (0.0) 0.5

2 Incluye otras especies C. concisus (n=3), C. hyointestinalis (h=1), C. hominis (n=1), C. vulpis (n=1), and
indeterminado (n=14)
Valor — P: Datos significativos < 0.05.

8.2 Factores de riesgos de la Campylobacteriosis
Para completar el analisis de factores de riesgo en un disefio caso-control, seleccionamos

108 controles y 54 casos para una muestra analitica final de 162 nifios. Estos fueron
pareados por sexo infantil, la raza, el peso al nacer, la ruta del parto, la edad gestacional
y la educacion materna. El analisis mostro que los controles eran mas propensos que los
casos a residir en hogares "pobres” o "extremadamente pobres” (P = 0.02). Los casos
fueron significativamente mas propensos que los controles a tener al menos un ave de
corral en el hogar (P = 0.02). En el grupo de los casos se observaron 30 viviendas
categorizadas como no pobres y de ellas 10 tenian aves de corral en sus hogares, por otro
lado se clasificaron 23 viviendas como pobres o extremadamente pobres de los cuales
solo 5 tenian aves de corral, ademas haber experimentado un episodio de gastroenteritis
previo por cualquier causa (P = 0.001), y tuvieron contacto con alguna persona dentro o
fuera del hogar que experimentaba gastroenteritis (P = 0.02) (Tabla # 9). Aunque no fue
estadisticamente significativo con P > 0.05, el 20.4% de los casos versus el 13.9% de los

controles informaron haber compartido un envase con una persona en la semana anterior

al episodio.

Tabla # 9. Caracteristicas del primer caso de Campylobacteriosis comparado con los controles.

Caracteristicas Casos Controles valor P

n (%) o media (STD) (n=54) (n=108)

Edad media de los casos de Campylobacteriosis (en meses)
5.8 (3.0) 5.4 (3.0) 0.4

Sexo (% Femenino) 26 (48.1) 56 (51.9) 0.7
Raza (% Latino/Mestizo) 54 (100.0) | 107 (99.1) 0.5
Ruta de parto (% Parto vaginal) 33 (61.1) 57 (52.8) 0.3
Edad gestacional al nacer (en semanas completadas) 38.6 (1.2) 38.5(1.1) 0.7
Peso medio al nacer (en gramos) 3,156 (463) 3,138 (415) 0.8
Afio medio de la madre al nacimiento del nifio (en afios) 23.8 (5.4) 245 (5.4) 0.4
Nivel educativo materno (9 perdidos)
Completo educacion primaria 13 (24.5) 28 (28.0)
Completo educacion secundaria 28 (52.8) 40 (40.0) 0.4
Completo la universidad / escuela vocacional 12 (22.6) 27 (27.0)
Analfabeto 0 (0) 5(5.0)
Madre empleada en el momento del nacimiento del nifio. (6
perdidos)
No formalmente empleada 37 (69.8) 77 (74.8)
Experto 4 (7.5) 6 (5.8)
No capacitado 5(9.4) 4(3.9) 0.8
Estudiante 4 (7.5) 10 (9.7)
Otro 3(5.7) 6 (5.8)
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indice de pobreza (% pobre o extremadamente pobre) (2
perdidos)

Indice de hacinamiento (> 2.5 personas / habitacion) ( 3
perdidos)

Piso no de tierra

Composicion de la pared (% Ladrillo / Cemento)
Electricidad (% Si)

Fuente de agua (% municipal en casa)
Tipo de saneamiento (% Bafio interior)
Saneamiento compartido (inodoro/letrina) con otras casas
Algun almacenamiento de agua en el hogar
Siempre usa >1 medios efectivos de purificacion de agua
Interrupcidn de fuente de agua la semana pasada
Algun animal en el hogar:
Perro
Gato
Aves de corral
Cerdos
Vaca
Cabra
Conejo
Aves
Tortuga
Ratén
Murciélago
Otros

Practica apropiadamente el momento de lavado de manos
(2 Perdidos)

Usa alcohol desinfectante de manos en casa (% Usado
algunas veces)

Alguna vez ha amamantado

Actualmente est4d amamantando

Edad media de introduccién de cualquier alimento / bebida
suplementaria (en semanas)

Puntaje Z promedio de peso para la edad

Puntaje Z promedio de longitud para la edad

Puntaje Z promedio de IMC para la edad

Comi¢ fruta / verdura cruda la semana pasada

Comid mariscos la semana pasada

Comié fuera de casa la semana pasada

Compartié una botella o taza con otra persona la semana
pasada

Otro nifio en casa en pafiales

Asistié a un evento social la semana pasada.

Asistio a la guarderia la semana pasada

Conoci6 / jugd con un nifio fuera de casa la semana pasada
(2 Perdidos)

Uso transporte publico la semana pasada

Fue a nadar la semana pasada

Tuvo contacto con cualquier persona con diarreay / o
vomitos, dentro o fuera del hogar, la semana pasada (1
Perdido)

Vacunacion para rotavirus completada (2 Perdidos)
Primer episodio de gastroenteritis (de alguna causa)

25 (46.3)
16 (29.6)

37 (68.5)
42 (77.8)
54 (100.0)

45 (83.3)
38 (70.4)
3(5.6)
38 (70.4)
14 (25.9)
5(9.3)

31 (57.4)
11 (20.4)
15 (27.8)
3 (5.6)
0(0.0)
0(0.0)
4(7.4)
7 (13.0)
0(0.0)
3(5.6)
0(0.0)
7 (13.0)

44 (83.0)

14 (25.9)

53 (98.1)
43 (79.6)
35 (3.1)

0.62 (1.0)
0.28 (1.4)
0.65 (1.2)
23 (42.6)
2(3.7)
8 (14.8)
11 (20.4)

7 (13.0)
11 (20.4)
0(0.0)
12 (22.6)

20 (37.0)
2 (3.7)
9 (17.0)

31 (58.5)
25 (46.3)

70 (66.0)
33 (31.4)

74 (68.5)
90 (83.3)
108 (100.0)

90 (83.3)
73 (67.6)
4(3.7)
68 (63.0)
25 (23.1)
14 (13.0)

59 (54.6)
23 (21.3)
14 (13.0)
4(37)
1(0.9)
0(0.0)
5 (4.6)
11 (10.2)
0(0.0
10 (9.3)
0(0.0)
11 (10.2)

80 (74.8)

25 (23.1)

108 (100.0)
85 (78.7)
3.3 (1.4)

0.59 (0.92)
0.45 (1.3)
0.47 (1.2)
54 (50.0)

4(3.7)
15 (13.9)
15 (13.9)

22 (20.4)
31 (28.7)
0(0.0)
35 (32.7)

35 (32.4)
1(0.9)
5 (4.6)

55 (51.4)
22 (20.4)

0.02
0.8

1.0
0.4
N/A
1.0
0.7
0.7
0.4

0.7
0.5

0.7
0.9
0.02
0.7
1.0
N/A
0.5
0.6
N/A
0.4
N/A
0.6
0.2

0.7

0.2
0.9
0.7

0.8
0.4
0.4
0.4
1.0
0.9
0.3

0.2
0.3
N/A
0.2
0.6

0.3
0.02

0.4
0.001

N/A = No Aplica
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En un modelo de regresion logistica condicional que se ajusta a los predictores de
gastroenteritis para Campylobacter spp, se observo que los factores como “aves de corral
en el hogar” (OR: 3.75, IC 95%: 1.44,9.79), y haber tenido un “episodio de gastroenteritis
previo” por cualquier causa (OR: 3.33, IC 95%: 1.42, 7.78), fueron predictores
significativos para gastroenteritis aguda por Campylobacter spp. Mientras que el “nivel
de pobreza” (OR: 0,38; IC del 95%: 0,16 a 0,91) fue un factor protector significativo para

no padecer gastroenteritis aguda por Campylobacter (Tabla # 10).

Tabla # 10. Predictor crudo y condicional de gastroenteritis por Campylobacter spp.

Caracteristicas OR Crudo OR Ajustado
(95% CI) (95% CI)*

indice de pobreza (Pobre vs no pobre) 0.39 (0.18, 0.83) 0.38 (0.16, 0.91)
Aves de corral 2.29 (1.06, 4.95) 3.75(1.44,9.79)
(I:lljr;\:)r episodio de gastroenteritis (De alguna 3.55 (1.6, 7.60) 3.33 (1.42, 7.78)
Tiene contacto con alguna persona dentro o fuera
de la casa con gastroenteritis en la semana 4,17 (1.27, 13.65)
pasada”

¥ Modelo ajustado por grupo de edad de 3 meses, diferencia de edad residual entre casos y controles después
del emparejamiento, indice de pobreza, pollo en el hogar y episodio previo de gastroenteritis.

¥ El contacto con una persona que experimenta gastroenteritis se excluy6 del calculo OR ajustado debido
a tamafios de celda <5.

8.3 Especies de Campylobacter que circulan en la poblacion en estudio.

En base a los andlisis por secuenciacion de Sanger, se logro identificar que C. jejuni / coli
eran las especies correspondientes en 39 (66.1 %) de las 59 muestras de heces positivas
para Campylobacter spp, y las muestras restantes eran especies no C. jejuni/coli. Entre
ellas identificamos seis especies siendo la principal C. concisus (Tabla # 11). También,
resulta muy notorio la identificacion por primera vez de la especie C. vulpis Italy en una
muestra de heces de origen humano. De las 14 muestras restantes, encontramos una
coincidencia menor al 40% de identidad resultante en el banco de datos de NCBI
GenBank (BLAST) con otra especie de Campylobacter spp, por ende fueron asignadas

como indeterminadas.

Tabla # 11: Identificacion de especies de Campylobacter por método de Sanger.

Especies de Campylobacter Ndmero de Muestras

Campylobacter concisus 3
Campylobacter sp. 'vulpis_Italy' 1
Campylobacter hominis 1
Campylobacter hyointestinalis 1
Campylobacter jejuni/coli 39
TOTAL 45
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9. DISCUSION

Los datos obtenidos en nuestro pais contribuyen a la literatura que respalda la importancia
de las especies comUnmente conocidas hasta la méas rara de Campylobacter causante de
enfermedades en humanos, puesto que los datos de América Central han sido escasos.®?
Calculamos una tasa de incidencia de 11 por 10,000 personas — dias y la frecuencia
observada de Campylobacter spp en nifios menores o iguales a 1 afio de edad con
gastroenteritis fue del 20.1 %, 70 veces mayor que el estudio anteriormente realizado en
Nicaragua (2010)@", donde se report6 una frecuencia del 0.3%. Esta enorme diferencia
probablemente se deba al método empleado en ambos estudios, destacando la importancia
de la alta sensibilidad que tienen los métodos moleculares en comparacion al cultivo

clasico.

Menores frecuencias que el nuestro (20.1 %) fueron encontrados en el hospital
universidad Gondar, Noreste de Etiopia (2013)®?, Mwanza, Norte de Tanzania (2014)®?
y Nueva Delhi, India (2016)? (15.4%, 9.7% y 15.61% respectivamente), resultados
obtenido utilizando cultivos bacterioldgicos clasicos, demostrando que el método
molecular por RT — PCR proporciona mejores resultados que el método clasico por
cultivo. Sin embargo, un estudio realizado en Camboya (2016)©%, encontro6 el 12% de
prevalencia para Campylobacter spp utilizando PCR-convencional, esta diferencia podria
explicarse por la poblacion en estudio que en estos casos fueron nifios hasta 5 afios de
edad y el método empleado, que a pesar de que ambos son métodos moleculares, indica
que el RT — PCR es mas sensible que el método por PCR convencional.

Sin embargo, nuestros resultados son comparables con la Cohorte MAL-ED (2018) ©9
que fue del 28% utilizando el mismo método de RT — PCR. Ademas es importante
mencionar que en el estudio MAL-ED fueron analizadas muestras que involucran paises
de Asia, Africa y América del sur, exceptuando paises de Centroamérica, sin embargo
ahora nuestro estudio aporta pequefios datos de esta region puesto que se enfocé en el
departamento de Ledon de Nicaragua. Por otro lado, en Dinamarca (2018)®® y en Egipto
(2018)®® encontraron frecuencias mas altas (56.24% y 42.9 % respectivamente),
utilizando el método molecular por PCR convencional, esto se debe a que son paises

endémicos para Campylobacter spp.

Los resultados de este caso control anidado en América Central respaldan hallazgos

recientes de que Campylobacter es un contribuyente significativo a la carga de la
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gastroenteritis entre los infantes en paises de bajo y medianos ingresos.®® Se observa que
Campylobacter no-jejuni / coli en esta poblacion causa gastroenteritis que puede ser
clinicamente menos grave que C. jejuni / coli, observando que la duracion de la diarrea
causada por este Ultimo es de mayor duracion (P = 0.04). Por otro lado, aunque no fue
significativo (P = 0.09), se observo la presencia de sangre en las heces, en donde
solamente la especie de C. jejuni / coli fue identificado.

La distribucidn en cuanto al género de los participantes en nuestro estudio refleja que no
existe asociacion (P = 0.7) para contraer Campylobacteriosis. Por otro lado, en Morogoro,
Tanzania (2016)®® quienes si encuentran asociacion (P = 0.046), que nos dice que el

género masculino esta mayormente propenso a adquirir la Campylobacteriosis.

La presencia de aves de corral fue el predictor independiente més fuerte de gastroenteritis
por Campylobacter spp (OR: 3.75, IC 95%: 1.44, 9.79), seguido de experimentar un
episodio de gastroenteritis previo por cualquier otra causa (OR: 3.33, IC 95%: 1.42, 7.78).
Diferentes estudios reportan que las infecciones entéricas previas pueden modificar o
perturbar la composicion del microbiéma intestinal, lo que puede alterar la susceptibilidad
a Campylobacter spp y dar lugar a la colonizacion y manifestacion entérica. ©8 %7 Por
ultimo se encontrd que la pobreza era un factor protector contra gastroenteritis por
Campylobacter spp (OR: 0,38; IC del 95%: 0,16 a 0,91). Dado el importante papel de las
aves de corral en la transmisién de Campylobacter spp, nuestro hallazgo podria explicarse
por el hecho de que los hogares con méas ingresos econémicos pueden tener mas
oportunidades para el consumo de aves de corral y, por lo tanto, un mayor riesgo de
exposicion, que no fue capturado en nuestro estudio. Se necesitan mas datos para
comprender la relacion entre pobreza y la gastroenteritis con respecto a la
Campylobacteriosis en paises de bajos y medianos ingresos como el nuestro.

El 33.9 % de los casos de gastroenteritis por Campylobacter eran especies no jejuni / coli,
de los cuales se identificaron entre ellos el 15 % C. concicus y 5 % C. hyointestinalis, al
igual del estudio MAL-ED en paises de medios ingresos (Bangladesh, Peru y Tanzania,
en 2014)® encontraron aislados similares como C. hyoinstestinalis (52.8 %) y C.

concisus (3.7 %), con la diferencia que nosotros encontramos C. hominis y C. vulpis.

Entre las otras especies de Campylobacter, C. concisus, C. ureolyticus, C. upsaliensis y
C. lari son conocidas como especies de Campylobacter "emergentes” para subrayar su

creciente reconocimiento como patégenos humanos. ©® 1% De hecho, algunos estudios
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han informado que la prevalencia de C. concisus y C. upsaliensis es comparable a C.
jejuni / coli, entre los nifios que experimentan gastroenteritis.%% 1% C. hyointestinalis y
C. hominis, cada uno de los cuales se detect6 en un nifio en nuestro estudio, son menos
comunes y rara vez se han informado en estudios previos de gastroenteritis

sintomatica.%)

Un estudio de 2018 documentd por primera vez a C. vulpis en caninos en Italia.%)
Nuestro estudio es el primer informe publicado de C. vulpis en humanos. El episodio durd
10 dias sin vomitos, fiebre, heces con sangre o coinfecciones virales. Este nifio también
habia experimentado un episodio de gastroenteritis aproximadamente dos meses antes del
episodio de Campylobacter, que se determind negativo para Campylobacter spp a traves
de RT — PCR. Aves de corral y perros estaban presentes en el hogar en el momento de la
infeccion, lo que puede sugerir que el nifio experimentd contaminacion con la cepa
canina. Se necesita mas investigacion para comprender si C. vulpis puede infectar

directamente y causar sintomas de gastroenteritis en humanos.

Hubo varias limitaciones en nuestro estudio, primero de las muestras positivas para
especies que no son Campylobacter jejuni / coli, muchas no pudieron ser identificadas.
Esto refleja la necesidad de utilizar tecnologia de punta que permita la identificacion
fiable de especies raras o0 nuevas de Campylobacter, como el recién informado
"Candidatus Campylobacter infans" en el Estudio Global Multicéntrico Entérico
(GEMS).19 Esto puede conducir al desarrollo de nuevas herramientas de diagnostico
para detectar especies raras de Campylobacter que son cada vez mas importantes para
comprender la carga global de Campylobacteriosis. Ademas, debido a la baja prevalencia
de factores de riesgo potencialmente importantes, como el contacto con otra persona que
experimento gastroenteritis la semana anterior al episodio, no todos los factores de riesgo
podrian ajustarse en el modelo logistico condicional. Finalmente, como se encontrd en
otros entornos en paises de bajo y medianos ingresos®?, la prevalencia de co-infecciones
en esta poblacion fue alta (40.6 %) y hace que sea dificil atribuir todas las caracteristicas
clinicas observadas a la infeccién por Campylobacter. Sin embargo, las infecciones por
Campylobacter tienen un impacto perjudicial en la salud infantil incluso cuando no
causan episodios de gastroenteritis.*® Para abordar esto, calculamos un fraccion
atribuible de la poblacion para comunicar mas claramente el impacto en la salud publica
de Campylobacter spp y la proporcion de gastroenteritis que podria eliminarse con una

prevencion efectiva de la Campylobacteriosis.
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10. CONCLUSIONES

Las infecciones por Campylobacter spp contribuyen sustancialmente a la gastroenteritis
infantil en Leon, Nicaragua, con especies no jejuni/coli frecuentemente detectadas. La
reduccion del contacto con las aves de corral en el hogar y las intervenciones para prevenir
la gastroenteritis por cualquier causa puede reducir la Campylobacteriosis en este entorno.
Los hallazgos principales en los que basamos la conclusion del presente estudio se

resumen a continuacion:

1. Un total de 173 nifios experimentaron 293 episodios de diarrea durante el primer
afio de vida, estimandose una incidencia de 11 por 10,000 personas — dias de
infecciones por Campylobacter spp. De los 293 episodios se encontr6 que 59 (20.1
%) nifios fueron positivos para Campylobacter spp.

2. Las caracteristicas clinicas de la Campylobacteriosis en infantes leoneses de
mayor frecuencia radican en diarrea, fiebre y vomito. En relacién con las
caracteristicas clinicas presentadas entre las especies se observa que C. jejuni/coli
posee una media de 2.7 dias mas que las especies no jejuni/coli, de duracion del
episodio.

3. Se logré determinar la fraccion atribuible de gastroenteritis por Campylobacter
spp, encontrandose que el 22,4% de los episodios podrian atribuirse a la infeccion
por Campylobacter spp.

4. Los factores de riesgos como la presencia de “aves de corral en el hogar” y haber
tenido un “episodio de gastroenteritis previo” por cualquier causa, fueron
predictores significativos para gastroenteritis aguda por Campylobacter spp.
Mientras que el “nivel de pobreza” fue un factor protector significativo para no
padecer gastroenteritis aguda por Campylobacter spp.

5. Por ltimo, se identificaron especies de C. jejuni/coli en un 66.1%, y especies no
jejuni / coli en un 33.9% de los episodios de gastroenteritis. Entre las especies no
jejuni/coli se lograron identificar las siguientes especies C. concicus, C.
hyointestinalis, C. vulpis y C. hominis. Siendo el caso de C. vulpis el primer caso

reportado hasta el momento en humanos.
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