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RESUMEN

Campylobacter jejuni es uno de los principales agentes causales de
diarrea a nivel mundial. A pesar de su gran importancia como patogeno el
conocimiento sobre este microrganismo permanece aun muy limitado, sobre
todo en paises en vias de desarrollo. Las capsulas polisacaridas (CPSs) de C.
jejuni son el principal serodeterminante en el esquema de serotipificacion
desarrollado por Penner, asi como un factor de virulencia clave para este
patdogeno. Ademas, se ha demostrado que una vacuna conjugada basada en
CPS ofrecié 100% de proteccion en un modelo animal primate no humano,
Aotus nancymae. Por tanto, es de vital importancia determinar los tipos
capsulares que circulan globalmente, sobre todo en paises en vias de
desarrollo. Con la finalidad de contribuir con este conocimiento se realizé un
PCR multiple que permite detectar el total de los 47 tipos capsulares en 290
aislamientos de C. jejuni en un estudio prospectivo de muestras provenientes
de nifios sintomaticos y asintomaticos de la comunidad rural de Santa Clara
ubicada en lquitos, Loreto. Las CPS mas frecuentes fueron el HS15 (9,1%),
complejo HS4 (9,1%) y complejo HS15 (13,4%) y el complejo HS4 (9.1%). Los

resultados muestran que existe diferencias significativas entre la infeccion por



serotipos de C. jejuni entre nifios sintomaticos y asintomaticos, soélo en el caso
del complejo capsular HS3. Ademas, se observé una diferencia significativa
en las infecciones por este patdgeno entre nifios y nifias, sélo en el tipo
capsular HS15. Adicionalmente, existe una diferencia significativa en complejo

HS3 en comparacion con la prevalencia observada en el resto del mundo.

Palabras Clave: Campylobacter jejuni, Capsulas polisacéaridas (CPSs),

factor de virulencia.



ABSTRACT

Campylobacter jejuni is one of the leading causes of diarrhea worldwide.
Despite its importance, little is known about this pathogen, mainly in developing
countries. Capsule polysaccharides (CPSs) of Campylobacter jejuni are the
main serodeterminant according to Penner’s scheme and a key virulence factor
as well. Moreover, a CPS-conjugated vaccine has been shown to be 100%
protective in a non-human primate model, Aotus nancymae. Thus, it is critical
to determine the capsule types circulating globally, mostly those from
developing nations. Moving forward in that direction, a multiplex PCR able to
detect al 47 CPS types in 290 Campylobacter jejuni isolates in a prospective
study from samples of symptomatic and asymptomatic children living Santa
Clara, a rural community, located in Iquitos, Loreto. The most common CPS
types were HS15 (9,1%), HS4 complex (9,1%) and HS3 complex (13,4%).
Results show significative differences among those symptomatic and
asymptomatic children in regards to Penner type HS3 complex solely.
Moreover, a significative difference was observed in gender-related CPS type
HS15. In addition to, a significative difference was observed for CPS types HS3

complex in contrast to worldwide CPS type prevalence.

Key words: Campylobacter jejuni, capsule polysaccharides (CPSs),

virulence factor.



I.  INTRODUCCION

Campylobacter jejuni es la segunda mayor causa de diarrea a nivel
mundial. En paises en vias de desarrollo es la segunda causa, después de
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC, del inglés Enterotoxigenic
Escherichia coli), de la diarrea del viajero. La infeccion ocurre debido al
consumo de carne de aves de corral mal cocidas o consumo de agua
contaminada. La poblacion mas vulnerable son nifios menores de cinco afos
de edad de paises en vias de desarrollo, por tanto, es crucial realizar estudios
de vigilancia epidemiologica de este microorganismo utilizando diversas

técnicas que permitan caracterizarlo de forma mas rapida y apropiada.

C. jejuni no forma parte de la flora normal del ser humano, sino que es
adquirido por diversas formas, principalmente por consumo de carne de aves
de corral. Sin embargo, leche, agua y otros productos animales contaminados

también son fuentes de infeccidn por este patégeno.

Se han disefiado diversas técnicas de tipificacion seroldgica, entre ellas
el esquema de serotipificacion pasiva de antigenos termolabiles de Lior y el

esquema de serotipificacion por hemaglutinacion pasiva de antigenos



termoestables de Penner. No obstante, con el desarrollo de nuevas técnicas
en biologia molecular, se han disefiado técnicas que permiten caracterizar C.
jejuni con mayor precisibn y que a su vez permiten brindar datos mas

detallados de su epidemiologia y distribucién en la naturaleza.

Este microorganismo es nutricionalmente exigente, por lo que, las
técnicas estandares de cultivo no son apropiadas. Desde su descubrimiento
en 1975, se han desarrollado diversas técnicas que permiten cultivar, aislar y
estudiar este complejo microorganismo. Sin embargo, hasta el momento ha
sido pobremente caracterizado, principalmente debido a la falta de modelos
animales que repliquen la enfermedad observada en humanos. Esto conlleva
a que se hayan descubierto una cantidad limitada de factores de virulencia
asociados a este patégeno y que, por ende, los mecanismos de infeccion en

los humanos no se hayan caracterizado del todo.

Entre los factores de virulencia estudiados, se encuentra la capsula
polisacarida (CPS), una estructura especial en un patégeno entérico. Esta
estructura interactia directamente con el medio externo circundante al
microorganismo. Se han atribuido diversos roles a esta estructura como
adherencia, colonizacion, invasion, resistencia al suero, evasion y modulacion

de la respuesta del sistema inmune. La region genética responsable de la



sintesis de la capsula comprende una de las areas hipervariables del genoma
de C. jejuni. Esta hipervariabilidad conlleva a un elevado nimero de tipos
capsulares, en total 47, segun el esquema de tipificacion de Penner basado

en antigenos capsulares termoestables.

El desarrollo de una vacuna conjugada con CPS, ensayada en un modelo
primate no humano, Aotus nancymae, ha demostrado ser hasta 100% efectiva.
No obstante, es necesario determinar los CPS que circulan en diversas
regiones para determinar la valencia de una vacuna que ofrezca proteccion
contra este enteropatdgeno. Lamentablemente, debido a la complejidad del
ensayo de Penner para ser llevado a cabo, la informacion referente a los tipos
capsulares ha permanecido limitada a paises industrializados que cuentan con
sistemas apropiados de vigilancia y que es relativamente escasa en otras
regiones con bajos recursos donde la infeccidbn por este microorganismo

alcanza altos niveles.

Globalmente, se sabe que los tipos capsulares mas frecuentes son el
tipo capsular HS1/44, HS2 y el complejo capsular HS4; sélo estos serotipos
juntos representan el 37% de las infecciones por C. jejuni. Las naciones
desarrolladas son las que han provisto de mayor informacién epidemioldgicas,

mas son las naciones en vias de desarrollo las mayormente afectadas por este



patdbgeno. Mayores esfuerzos son requeridos en caracterizar a este

microorganismo, sobre todo en aquellos paises de alta endemicidad.

El presente trabajo hace uso de una técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés Polymerase chain reaction) adaptada a partir del
esquema de serotipificacion capsular de Penner. La técnica fue aplicada a una
cohorte de nifios menores de 5 afios en una comunidad de la Amazonia
peruana. El objetivo del presente trabajo es contribuir al conocimiento de la
distribucion de los tipos capsulares de C. jejuni en paises en vias de desarrollo

como Peru.



II. HIPOTESIS

La prevalencia los tipos capsulares mas frecuentes encontrados en la
comunidad rural de Santa Clara en la Amazonia peruana difiere a los tipos
capsulares mas prevalentes a nivel mundial, tipo capsular HS1/44, HS2 y el

complejo capsular HS4.

. OBJETIVOS

A. Objetivo general
e Determinar la prevalencia de las capsulas polisacaridas de
Campylobacter jejuni aislados de una poblacion de nifilos de una

comunidad rural de la Amazonia peruana.

B. Objetivos especificos
e Determinar la frecuencia de los tipos capsulares de C. jejuni en la
poblacién en estudio.
e Determinar las diferencias entre los tipos capsulares mas frecuentes en
paises en vias de desarrollo y paises desarrollados en comparacion con

los tipos capsulares encontrados en Pera.



IV. MARCO TEORICO
4.1 Breve historia de Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni fue, muy probablemente, reportado por primera vez
por Theodor Escherich en 1881 al describir organismos similares a Vibrio en
heces de infantes que murieron de diarrea, o lo que el denominaba como
“cholera infantum” (1). Aflos mas tarde, McFadyean y Stockman (1) en 1906
reportaron el primer aislamiento de organismos espiralados relacionados a
abortos en ganado. Mas de una década después, en 1919, se describieron las
caracteristicas microbioldgicas de aislamientos de Vibrio fetus, a las cuales,
actualmente, se les atribuye a especies de Campylobacter (2). En 1957 King
(3) reportd los primeros aislamientos de Vibrio fetus y “organismos
relacionados a vibrios” a partir de muestras clinicas humanas. Sebald y Véron
en 1963 (4) transfirieron 2 de estos “organismos relacionados a Vibrio”, Vibrio
fetus y Vibrio bubulus, al género recientemente creado y denominandolos
Campylobacter fetus y Campylobacter bubulus, respectivamente, basados en
sus caracteristicas microbioldgicas, bioquimicas y en el contenido GC de ADN,
ademas, se acuid por primera vez el nombre “Campylobacter”, del griego
“curvo” y “bacilo” (5). De acuerdo a una revision realizada por Skirrow (1), no

fue hasta la década de 1970 en que se relaciond por primera vez a este



microorganismo con diarrea en humanos, hecho podria ser atribuido a la
dificultad de aislar a este microorganismo a partir de muestras fecales, a causa
de la flora competitiva y el desarrollo de medios apropiados para su cultivo. El
primer reporte del aislamiento de Campylobacter a partir de heces fue hecho
por Dekeyser et al. (6), hasta entonces reportado como “organismos
relacionados a vibrios”; se llevdo a cabo utilizando filtros de 0,65 uym de
porosidad, antibiéticos para eliminar la flora competitiva, un medio enriquecido
y una mezcla de gases que permitian el crecimiento favorable del
microorganismo. No obstante, en 1973 Butzler et al. (7) definieron un medio
para el aislamiento de Campylobacter y lo emplearon en un estudio con un
namero mas elevado de pacientes, 1900 en total, obteniendo resultados
significativos. EI mismo afio, Véron y Chatelain (8) propusieron transferir a
Vibrio fetus y Vibrio jejuni al nuevo género Campylobacter, denominandolos
Campylobacter fetus y Campylobacter jejuni. Algunos afios después, Skirrow
(9) reportd por primera vez la “nueva” enfermedad, enteritis causada por
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli. Dos décadas después,
Vandamme y De Ley (10) propusieron la creacion de la familia
Campylobacteriaceae, en base a sus caracteristicas morfoldgicas,

metabolismo y ADN, de esta manera diferenciandolo del género Arcobacter.



Desde entonces, el desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento y nuevos
medios de cultivo para el género Campylobacter ha permitido el
descubrimiento de nuevas especies, que hacen un total de 26 especies, 17 de

ellas aisladas o reportadas en humanos (11).

4.2Microbiologia

Campylobacter jejuni es, en muchos aspectos, una bacteria bastante
inusual al tratarse de un patdogeno entérico humano. Sus caracteristicas
morfologicas, metabdlicas y genéticas lo diferencian de los demas
enteropatdgenos. Estas particularidades conllevan a la utilizacion de técnicas

especiales de cultivo y aislamiento de este microorganismo.

Campylobacter jejuni es un bacilo Gram negativo, espiralado con forma
de coma o “S”, tienen un tamafo aproximado de 0,2 a 0,8 ym de ancho y 0,5
a 50 um de longitud (12). Este microorganismo no forma esporas, sin
embargo, en cultivos viejos se puede observar formas esféricas o cocoides
denominadas “viables no cultivables”, aunque esta denominacion actualmente
se encuentra en discusion (13). Son microorganismos moviles, su movimiento
caracteristico es el de un “sacacorchos” gracias a la presencia de uno o dos
flagelos polares. El flagelo de C. jejuni también es peculiar si lo comparamos

con otros microorganismos, se encuentra compuesto de 7 y no 11 pares de



microfilamentos y, ademéas de ello, ha evolucionado sus flagelinas de manera
gue escapan al reconocimiento por parte del receptor tipo Toll 5 (TLR5, del

inglés Toll-like receptor) (14,15).

C. jejuni es una bacteria microaerofila capndfila, con metabolismo vy
respiracion quimiorganotrofa. Su fuente de energia son los aminoacidos o
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, su maquinaria metabolica
no les permite fermentar ni oxidar carbohidratos (12,16). Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que C. jejuni es capaz de utilizar la L-fucosa
(17). Al tratarse de un comensal de aves de corral, la temperatura Optima de
crecimiento es de 42°C, aunque también crece bien a 37°C. Se ha observado
gue a temperaturas menores a 37°C, pero superiores a 20°C, su metabolismo
y velocidad de crecimiento disminuyen. No obstante, por debajo de 20°C, pero
por sobre los 4°C, los microorganismos mueren progresivamente a medida
gue la temperatura se acerca a los 4°C, temperatura a la cual puede sobrevivir

mayor cantidad de dias (18,19).

La principal fuente de energia de C. jejuni son los aminoacidos, con cierta
preferencia por serina, aspartato, glutamato, prolina, asparagina y glutamina,
en ese orden preferencialmente (16,20). Este microorganismo cuenta con una

maquinaria metabdlica dirigida a la absorcion y metabolismo de aminoéacidos.



Ademas, esta maquinaria se encontraria relacionada con la virulencia.
Particularmente, se ha propuesto que la enzima relacionada al metabolismo
de la serina, un complejo fierro-azufre sensible al oxigeno, seria clave en la
sensibilidad de C. jejuni al oxigeno (20). Determinados genes relacionados al
transporte y metabolismo de aminoacidos, como leucina, isoleucina y valina,
son utilizados diferencialmente por este microorganismo durante la

colonizacion del tracto gastrointestinal humano (19).

Este patdgeno entérico es microaerofilo y, a pesar de poseer un genoma
relativamente pequefio (21), posee una cadena respiratoria compleja. C. jejuni
es capaz de utilizar formiato, hidrégeno, lactato, succinato, gluconato y 2-
oxiglutarato como donadores de electrones, los cuales utilizan menaquinonas
para atravesar la cadena respiratoria hasta un aceptor final de electrones que
puede incluir oxigeno, fumarato, nitrato y nitrito (19). No obstante, se ha
demostrado experimentalmente soélo el transporte y metabolismo de lactato
(20). Estos microorganismos no licdan la caseina, gelatina, tirosina ni el
almidon. Tipicamente son organismos oxidasa y catalasa positivas. No se
observa actividad lipasa o lecitinasa (12). El contenido de G+C del genoma de
C. jejuni es de aproximadamente 30%, mientras que su genoma tiene un

tamafno aproximado de 1,6 megabases (21).
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No existe un método “Gold standard” para el aislamiento de C. jejuni. Sin
embargo, la utilizacion combinada de un ambiente microaerdfilo de 5%
oxigeno, 10% de diéxido de carbono y 85% de nitrégeno (16), un método de
filtracion y medios selectivos son una buena solucion para su aislamiento (11).
No obstante, estas técnicas permiten aislar especies de Campylobacter
patdogenos de humanos que, en mayor proporcion, son Campylobacter jejuniy
Campylobacter coli, por lo que se utiliza la prueba de hidrdlisis del hipurato
como técnica de diferenciacion entre estas dos especies, en la cual C. coli es
negativo (18). Si bien la mayor parte de aislamientos de C. jejuni son hipurato
positivos, un estudio demostré que el 10% de estos microorganismos son

hipurato negativos (22).

4.3Epidemiologia

Desde su descubrimiento oficial se han desarrollado diversas técnicas de
aislamiento y enriquecimiento selectivo en medios que han permitido aislar a
este patdégeno entérico, lo que ha mostrado que este microorganismo es
responsable de diarrea en humanos, mas frecuentemente que especies de
Salmonella o Shigella (23). De acuerdo a un informe reciente de la
Organizacion Mundial de la Salud, especies de Campylobacter son la segunda

mayor causa de diarreas a nivel mundial, 96 millones de casos de diarrea, en

11



un estudio que comprende reportes y estudios realizados entre el 1990 vy el

2012 (24).

A. Epidemiologia en paises desarrollados

Desde su descubrimiento en la década de los afios 70, se observo un
crecimiento constante en la deteccion de este patdgeno entérico en muestras
diarreicas, principalmente niflos menores de 5 afos, a pesar de los diversos
mecanismos de control y los programas de vigilancia en estos paises. Se
observan dos picos principales de infeccidbn por este microorganismo: en
menores de un afo de edad y en adultos entre edades comprendidas de 15 a
44 afios (23). En los Estados Unidos, Campylobacter jejuni representa el 9%
del total de infecciones entéricas, superado sélo por Norovirus, especies de
Salmonella no tifoidea y Clostridum perfringens (25); que sumado a otros
patégenos entéricos tienen un costo aproximado de 10 a 83 billones de ddlares
anuales a la economia de ese pais (26). En el mismo pais, se ha incrementado
en un 13% los casos de enfermedad por C. jejuni, ademas, por cada caso
diagnosticado de infeccion por C. jejuni, existe un estimado de 30% de casos
no diagnosticados, en comparacion a los afios comprendidos entre el 2006 y
el 2008 (27). Sdlo en Inglaterra y Wales se reportaron mas de medio millén de

casos entre el 2000 y 2012, incluyendo casos con enteritis y sin enteritis (28).
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En la misma regién, en un estudio que incluye datos comprendidos entre 1989
y 2011, con mas de un millos de casos analizados, se observa un incremento
de infecciones desde el 2004 (29). En el Reino Unido C. jejuni es la causa mas
comun de infeccién por alimentos, siendo responsable de 321 000 infecciones
en el Reino Unido y Wales en el 2008 (30). En Dinamarca, se observo un
constante incremento, hasta cuadruplicar el numero inicial de infecciones
registradas, desde 1980 hasta el afio 2004 (31). En Austria, se implemento el
sistema de vigilancia para especies de Campylobacter desde 1996 y desde
entonces se ha observado un incremento gradual del nimero de casos
reportados hasta el 2007, esto en contraste al niamero decreciente de

infecciones reportadas para patégenos como Salmonella (32).

A pesar del establecimiento de mecanismos de vigilancia y control en
paises desarrollados, en la Ultima década se ha incrementado el nimero de
casos detectados de patdgenos entéricos (26), entre ellos C. jejuni y otras
especies dentro del mismo género. Sin embargo, esto podria deberse a los
mecanismos de deteccion mejorados a lo largo de los afios de vigilancia y no

necesariamente a un incremento del nimero de casos (33).
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B. Epidemiologia en paises en vias de desarrollo

A pesar de la alta endemicidad de C. jejuni y otras especies del género
Campylobacter en paises en vias de desarrollo se observa una pobre y/o
limitada vigilancia epidemiolégica asi como programas de prevencion
adecuados y pobres sin sistemas de sanidad apropiados. Estos factores antes
mencionados sumados al hacinamiento, baja presencia del gobierno y los
bajos ingresos economicos de la poblacién susceptible colocan a C. jejuni, y
otros patdgenos igualmente importantes, entre los principales responsables de
las mas de 125 000 muertes anuales de nifios causadas por infecciones
transmitidas por alimentos (34). Las regiones mas afectadas son las que se
encuentran en el sur este asiatico y Africa, no obstante, los paises con
ingresos economicos bajos a medianos-bajos en Ameérica también son
endémicas de este microorganismo (34). Los casos registrados de infecciones
por C. jejuni alcanzan cifras del 40 a 60% de la poblacion afectada en estos
paises, siendo los nifios menores de 5 afios los mas afectados (35). Sin
embargo, debido a la escaza informacion epidemiolégica en estas regiones,
no es posible proveer informacion epidemiologica precisa, principalmente

debido a los casos no reportados (36).
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Se ha observado desde la década de los afios 80 que en paises en vias
de desarrollo existe una inmunidad adquirida ante infecciones por
Campylobacter jejuni después de los primeros afios de vida y que el radio
sintomatoldgico: asintomatoldgico decrecia después del segundo afio de vida
(37). La excrecion de este patdgeno por pacientes asintomaticos podria tener
un impacto significativo en la transmision del microorganismo en paises en

vias de desarrollo (36).

El continente africano es uno de los mas afectados por las infecciones
de este microorganismo. Por ejemplo, en un estudio caso-control de vigilancia
realizado en el Africa sub-sahariana y en el sur de Asia por 3 afios, se enrolo
mas de 9000 nifios menores de 5 afos, en el estudio Campylobacter jejuni es
reconocido como un importante agente causante de episodios de diarrea (38).
En paises de América del Sur, el panorama no es distinto. En poblaciones con
estructuras de saneamiento limitadas se observa que los nifios menores de 2
afios son los principales afectados y la sintomatologia se reduce con el
incremento de los afios, convirtiéendose asi en portadores sanos (39). Es asi
gue diversos estudios llevados a cabo muestran una alta frecuencia de casos
de diarrea en nifios menores de 5 afos, entre ellos, un estudio caso-control

realizado por Grados y Colaboradores (40) entre 1983 y 1986, determina que
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los nifilos menores de 3 afios son los mas susceptibles y que la frecuencia de
infeccion se reduce a mayor edad, lo cual sugiere una inmunidad ante este

microorganismo.

En Peru la realidad es similar a los demas paises en América del sur. En
un estudio llevado a cabo en 1993 se concluye que los infantes menores a 1
afio de vida son los principales afectados y que, debido al comportamiento
estacional y las pobres condiciones higiénico sanitarias, Campylobacter jejuni
es un organismo comensal de la region y se encontr6 como principal agente
bacteriano causante de diarrea, seguido por especies de Salmonellay Shigella
(41). En el 2000 se llevé a cabo un estudio de 55 familias en Pampas de San
Juan de Miraflores, distrito de la ciudad de Lima. Se determind que el género
Campylobacter fue el mas frecuente (19%) y que el 62% correspondian a la
especie C. jejuni. Ademas, se encontrd que los pacientes en estudio sufrieron
un total de 0,44 episodios de diarrea por afio, mientras que, dentro del mismo
grupo, los nifilos menores de 36 meses de edad sufrieron 0,64 episodios por
afo, todas causadas por C. jejuni (42). Resultado similar al encontrado por
Perales y colaboradores (43) en nifios menores de 2 afios en un distrito de la
ciudad de Lima en el 2002. Kosek y colaboradores (44) realizaron una

investigacién sobre shigellosis en una comunidad de la Amazonia peruana, en
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la cual encontraron como patdégeno entérico mas frecuente a especies de
Shigella (34%), seguido de especies de Campylobacter (16%), solamente en
pacientes sintomaticos con diarrea liquida. En un analisis posterior de los
datos obtenidos por Kosek y colaboradores (44), Lee y colaboradores (45)
encontraron que infecciones sintomaticas y asintomaticas estaban asociadas
con una reduccion significativa de peso y, solamente en casos sintomaticos,
en una reduccidon significativa de crecimiento lineal. Adicionalmente, se
encontré que los picos de infeccion de los pacientes en cuestion, estaban
comprendidos entre los 0 y 36 meses de edad (45). Estos datos nos confirman
lo observado en diversas regiones del mundo donde Campylobacter es

endémico y se encuentra entre los principales patdégenos entéricos (46).
C. Patrones estacionales

Aunque no se han realizado estudios intensivos especificos en este
campo, diversos estudios muestran, entre sus datos analizados, un patrén
relacionado a las estaciones, con picos en verano, en paises como Inglaterra,

Australia, Nueva Zelanda y Finlandia.

En una revision sistematica de las infecciones entéricas y su relacion con
la temperatura medioambiental, con articulos publicados comprendidos entre

los afios 1960 y 2010, se observé que los picos mas altos se encuentran en el
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verano para especies de Campylobacter (47). En un estudio realizado por
McCarthy y colaboradores (48) se observa un pico en el niumero de casos
detectados en verano, comprendido entre junio y agosto en el Reino Unido,
pero menos marcado en Australia y Nueva Zelandia. En Dinamarca se
establecio una mayor probabilidad de infeccion en humanos cuando la
temperatura semanal promedio oscilaba los 13°C y una humedad relativa
elevada (49). Finalmente, en un estudio conducido en Finlandia, se encontré
gue los tipos clonales mas comunes se presentaban con mayor frecuencia

entre los meses de junio y agosto, temporada de verano en aquella region (50).

En general, se observa que los patrones de frecuencia de C. jejuni se
relacionan con las estaciones del afio, predominantemente en verano, en
diversos paises. Estos datos nos sugieren que se deben tener programas de
prevencion mas adecuados a estas infecciones, que deben ser destinadas

principalmente durante los meses de temperaturas elevadas (47).

4 .4Mecanismos de transmisién

La principal fuente de infeccién por C. jejuni es a través de contaminacion
cruzada de alimentos con este microorganismo. El principal reservorio de C.

jejuni, y otras especies del género Campylobacter, son los pollos. Sin
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embargo, el ganado vacuno, los cerdos, patos, pavos, entre otros animales de

granja, son también una fuente significativa de contaminacion (30).

La principal fuente de infeccion por C. jejuni es la carne de aves de corral,
principalmente los pollos (30,51). Este microorganismo es comensal en las
aves de corral, reside principalmente en la lamina mucosa de las criptas del
ciego del pollo (51). Algunas aves se encuentran colonizadas con 106-108
unidades formadoras de colonia (ufc)/gramo de heces (52). La colonizacién
del ave se produce debido a ciertos factores, entre ellos: edad de los animales,
estacion del afio, transmision horizontal y dosis infectiva. A nivel mundial se
estima que entre el 60 a 80% de las carcasas de las aves se encuentran
contaminadas con C. jejuni (51). Factores como las altas temperaturas, el agua
del matadero, personal encargado del sacrificio de las aves, moscas, roedores
y reservorios de agua contaminados contribuyen a la prevalencia del
microorganismo en las aves (51). La contaminacion de la carne se produce
durante el sacrificio de las aves, el tracto intestinal del ave se rompe y libera el

contenido que, finalmente, contamina la carcasa y la piel del ave (30).

Si bien los pollos son la principal fuente de infeccion por C. jejuni, existen
otros animales que son fuentes de infeccion por este microorganismo, entre

ellos tenemos: ganado vacuno, patos, cerdos, pavos, corderos, entre otros
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(30). También se ha observado que leche fresca y reservorios de agua son

fuente de infeccion de C. jejuni.

Con la finalidad de disminuir los casos de infeccion por C. jejuni, las
medidas de control deben estar dirigidas en disminuir los niveles de infeccion
en las aves. Sin embargo, la mejor forma de hacer esto no es muy clara debido
a que la forma mas usual de hacerlo es a través del uso de antibiéticos, lo que
genera a su vez otro problema, la resistencia a antibioticos del microorganismo

(53).
4.5Aspectos clinicos de la infeccion por C. jejuni

La Campylobacteriosis, término utilizado de forma general para describir
las infecciones asociadas a especies pertenecientes al género Campylobacter
(35), se caracteriza por presentar diarrea como sintomatologia principal
(23,54). Adicionalmente, existen otros sintomas post infecciosos, relacionados
en su mayoria con desérdenes neurolégicos o inflamatorios cronicos (55,56).
Las personas mas susceptibles a infecciones por C. jejuni son los nifios
menores de cinco afios de edad (56). A mayor edad se observan menores
infecciones sintomatolégicas, sin embargo, es posible aislar estos
microorganismos en pacientes asintomaticos, sobre todo en paises en

desarrollo, donde la infeccion es endémica (35).
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El principal sintoma de una infeccién por C. jejuni es diarrea, que puede
ser acuosa y/o sanguinolenta (55,56). Generalmente la diarrea producida por
C. jejuni es indistinguible de la producida por otros patbgenos como especies
de Salmonella o Shigella (23), sin embargo, sintomas previos como astenia,
dolor de cabeza y fiebre, sindrome prodrémico, son caracteristicos de una
infeccion por C. jejuni (54). La diarrea tiene una duracion promedio de 5 a 7
dias (11,57). Se ha reportado fiebre en mas del 90% de los casos, la cual
puede tener una duracién de hasta una semana (23). La presencia de
linfocitos en heces y niveles elevados de IL-8, una interleucina pro inflamatoria,

son dos caracteristicas centrales de la infeccion por C. jejuni (23).

Algo importante que resaltar son los sindromes posinfecciosos como
Guillian-Barré (57,58), Miller-Fisher (59), artritis reumatoide de Reiter (59),
sindrome del colon irritable (57,60) y, recientemente, reduccion del crecimiento
de nifios (45). En una revisién sistematica de la secuela de los casos
reportados asociados a una infeccion por C. jejuni se observa que existe un

namero significativo para las enfermedades antes mencionadas (59).

En paises en vias de desarrollo se ha observado un nimero elevado de
casos de diarrea sintomatica, principalmente en nifios menores de 5 afios de

edad, siendo los picos con mayores casos de infeccion antes de los 2 afios de
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edad (45,57). Se ha observado también que personas mayores no presentan
infecciones sintoméaticas. Esto demostraria una inmunidad adquirida ante
infecciones repetidas por C. jejuni. En paises desarrollados la realidad es
distinta, esto se debe, principalmente, a los relativamente pocos casos
reportados. Las personas mas susceptibles son los nifios menores de 5 afos,
sin embargo, los adultos jovenes y mayores son también susceptibles al
patogeno entérico (56,57). La enfermedad suele ser mas severa y prolongada
en paises desarrollados en comparacion a paises en vias de desarrollo(35) y
estd, mayormente, restringida a adultos jovenes (60), no obstante, la
deshidratacion es critica en los paises en vias de desarrollo, probablemente

debido al pobre estado nutricional de los menores infectados (39).

A. Dosis infecciosa

Dosis tan bajas como 800 microorganismos parecen causar enfermedad,
segun un estudio conducido por 1988 en el cual al menos la mitad de los
sujetos voluntarios padecieron la enfermedad (61). En otro estudio conducido
por Robinson (62), quien reporto su propia infeccién, se establece como dosis
infecciosa 500 células en 180 mL de leche. No obstante, en el estudio
conducido por Black y colaboradores (61) se sugiere que dosis mas elevadas

de microorganismos son causantes menos frecuentes de infecciones. Sin

22



embargo, en un analisis de probabilidad de infeccion/enfermedad, las dosis
bajas no muestra una fuerte relacién con la ausencia de enfermedad y el hecho
de que dosis altas sean menos infecciosas se aplicarian s6lo en adultos pues
nifos menores de 5 afios no tienen un sistema inmune desarrollado como para

afrontar la enfermedad (63).
4. 6Técnicas de caracterizacion

Existen diversas técnicas para caracterizar a C. jejuni, entre las mas
utilizadas se encuentran las seroldgicas y las moleculares. Las técnicas mas
ampliamente utilizadas son la hemaglutinacion pasiva de antigenos
termoestables, desarrollada por Pennery colaboradores (64,65) y la antigenos
termolabiles, desarrollada por Lior y colaboradores (66). Algunas técnicas
moleculares han cobrado mayor relevancia gracias a la gran especificidad de
datos generados, entre ellas tenemos a la genotipificacion por PFGE (del
inglés, Pulse field gel electrophoresis), RFLP (del inglés, Restriction fragment
lenght polimorfism) y, mayormente utilizada, MLST (del inglés, Multi locus

Sequence typing).

Las técnicas moleculares de caracterizacion han cobrado gran
importancia en la epidemiologia del microorganismo en los udltimos afios

debido, principalmente, a su mayor precisiéon y eliminando la variable de
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expresion génica. El PFGE ha sido estandarizado por el Centro de Control de
Enfermedades (67) por su gran poder de discriminacion entre aislamientos de
C. jejuni y C. coli en brotes (67,68). Aunque el PFGE es considerado,
generalmente, como el “Gold standard” en brotes, también han sido empleado
el RFLP del gen flaA como una buena alternativa de caracterizacion gendémica
de C. jejuni en brotes (69). No obstante, la técnica mas precisa de
caracterizacion es el MLST que, actualmente, cuenta con una banco mundial
de datos el cual puede ser utilizado con propdsitos epidemiolégicos (70), sin
embargo, debido a su elevado costo y complejidad esta restringida a ciertos

laboratorios (69,71).

Debido a que el presente trabajo fue realizado en base a la técnica
desarrollada por Penner y colaboradores (64,65), describiremos brevemente

esta técnica.

A. Serotipificacién segun el esquema de Penner

La técnica de hemaglutinacion pasiva de Penner (64,65) incluye 47
serotipos que pueden ser agrupados en 35, debido a reacciones cruzadas
(72). La identificacidon de la capsula como posible determinante antigénico fue
realizada en el aflo 2000 gracias al secuenciamiento del primer genoma

completo de C. jejuni (21), ademas, algunos estudios que utilizaron técnicas
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genéticas, bioquimicas (73-75) y observacién al microscopio electrénico de la

capsula (76).
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Figura 1. llustracion de los 47 tipos capsulares
agrupados en 35 complejos, segun el esquema de
serotipificacion de Penner. Modificado de Maue y

colaboradores (77).
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La técnica desarrollada por Penner a inicio de la década de 1980,
consistia en una serie de reacciones serolégicas por hemaglutinacion pasiva
sobre lamina de antigenos termoestables, que en adelante denominaremos
HS (del inglés, Heat Stable) (64,65). Esta técnica permitia identificar 47
serotipos distintos. De acuerdo a sus reacciones cruzadas estos serotipos se
pueden agrupar en complejos (Figura 1) (72,77). Por ejemplo, los serotipos
HS23 y HS36 pueden presentar reaccion cruzada y ser HS23/36 o solamente
HS23 o solamente HS36 (78). EI complejo HS4 es el tipo capsular que
presenta mayor cantidad de reacciones cruzadas: HS4/13/16/43/50/64/65
(65,72,77) y ademas, es el mas prevalente a nivel mundial (72). Entre otros
serotipos con reacciones cruzadas tenemos: HS1/44, HS5/31, HS6/7, HS8/17

y HS33/35 (65,77,79).
4.7Mecanismos de infeccidn

Debido a la falta de buenos modelos de animales pequefios de
experimentacion, las diferencias entre la infeccion en aves y humanos no ha
sido muy bien descrita (53). Sin embargo, se han utilizado diversas lineas
celulares epiteliales entéricas humanas como Caco-2 (80), INT 407 (74), T84,
COS-1 (81), E12 y HT29 (82) para estudiar los mecanismos de infeccién y

factores de virulencia de C. jejuni. Los modelos de experimentacién actuales
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y el estudio de la genémica (21), protedmica (83) y transcriptomica (84,85) han
permitido elucidar, al menos parcialmente, los mecanismos de variabilidad
genética, variabilidad fenotipica, ausencia de islas de patogenicidad tipicas,
factores de virulencia y los mecanismos que este microorganismo emplea a
los largo del proceso infeccioso en humanos. Aunque los mecanismos
precisos que causan la enfermedad aun no han sido del todo esclarecidos (53)
se postulan dos mecanismos por los cuales C. jejuni causa diarrea: el primero
sugiere que la adherencia del microorganismo seguido de la produccion de
toxinas que conllevan a la diarrea acuosa-sanguinolenta. El segundo
mecanismo postula que la invasion de las células epiteliales y replicacion
dentro de las mismas, esto lleva a la produccién de interleucinas pro
inflamatorias y diarrea-sanguinolenta seguido de infiltraciéon de células del

sistema inmune (86).

Para establecer una infeccién, C. jejuni debe sobrevivir al pH &cido del
estbmago y colonizar el yeyuno e ileon. La infeccidn se establecera a medida
gue acidez del medio disminuya. Sin embargo, este microorganismo debe
sobrepasar barreras mecénicas e inmunoldgicas y para ello ha desarrollado

diversos mecanismos que le permiten lograrlo.
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A. Penetracion de la lamina mucosa

Los patdgenos intestinales tienen como objetivo principal interactuar con
las células epiteliales y para ello deben atravesar exitosamente la mucosa
intestinal (82). La primera barrera a atravesar es la lamina mucosa, que
usualmente se encuentra cubierta de un gran numero de bacterias adheridas
a ella. Para lograr dichos objetivos posee un repertorio de moléculas y
estructuras que le permiten interactuar con las diferentes proteinas y glucidos

gue se encuentran en la superficie del tracto gastrointestinal (87).

La mucina, cuyo componente principal es la mucina MUC2 en el intestino
delgado de los humanos (82), es un fuerte quimio atrayente de C. jejuni que,
en lugar de expulsarlo hacia el exterior del tracto intestinal, le permite moverse
libremente a lo largo de las capas de lamina mucosa (88). Ademas, en estudios
recientes se ha demostrado que la utilizacién de L-fucosa por parte de C.
jejuni, unico carbohidrato conocido metabolizado por este microorganismo
(17), es liberado por la mucina y actia como fuerte quimioatrayente (17) y que,
junto con galactosa, son utilizados en colonizaciones prolongadas (89). La
motilidad se debe a su forma espiralada y sobre todo a sus flagelos polares,
ademas de la presencia de enzimas putativas degradadoras de mucina. Esta

motilidad se ve incrementada en ambientes de alta viscosidad mientas que
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disminuye en ambientes de baja viscosidad, el movimiento es recto y rapido
seguido de algunas pausas, similar al movimiento que se observa en
espiroquetas (90). Un estudio realizado en aves de corral demuestra que
ciertos constituyentes de los alimentos de aves alteran la produccion de
mucina y que ello contribuye a una menor obtencién de células de C. jejuni
excretadas por estas aves, apoyando asi el rol que cumple mucina en la

colonizacion de estos animales (91).

A diferencia del tracto gastrointestinal de las aves, la unién de los
epitopes bacterianos a los residuos glucosidicos de la mucina en el tracto
gastrointestinal humano es labil (82,92), lo que le permitiria al patégeno
desplazarse rapidamente en direccion a la superficie epitelial (88) ante una
viscosidad elevada (90). Ademas, se ha observado que cambios en la
concentracion y, por ende, en la unién de los epitopes bacterianos, tendrian
un efecto sobre el comportamiento de C. jejuni como patdégeno o comensal
(93). Mas aun, algunos estudios demuestran que la composicion de la mucina
y la interaccion de esta con el patégeno es especifica de especie y que, por lo

tanto, define el rol de C. jejuni en cada organismo (82,92,94).
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B. Adherencia a las células del epitelio intestinal

Después de haber penetrado la mucosa intestinal, C. jejuni entra en
contacto con las células epiteliales del intestino. C. jejuni puede adherirse a
las células superficiales gracias a diversas proteinas. Hasta el momento sélo
se han logrado identificar 2 receptores celulares: la fibronectina (Fn) y la
proteina de choque térmico 90 (HSP9O0, del inglés Heat-shock protein 90). Las
proteinas CadF y FIpA muestran especificidad para HSP90 y JIpA afinidad

para Fn (95).

JIpA es una proteina secretada que media la unién a las células HEp-2
mediante el receptor de superficie Hsp90. Asi mismo, JIpA puede unirse a la
proteina GSP del huésped e iniciar la translocacion del factor de transcripcion
nuclear kappaB (NF-kappaB, del inglés Nuclear factor kappa B) y fosforilacion
de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAP-k, del inglés Mithogen-
activated protein kinase) p38, lo que inicia una respuesta proinflamatoria en la

célula infectada (87,95).

La fibronectina (Fn) puede unirse a diversas estructuras de la bacteria,
sean proteinas o estructura de superficie celular. Entre las estructuras a las
cuales puede unirse se encuentra el flagelo y a LOS, no obstante, el efecto

gue esta unién tiene es aun desconocido. La Fn también puede unirse a CadF,
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una proteina secretada por C. jejuni, mediante un Unico motivo proteico de 4

residuos.

Se ha demostrado que la capsula polisacarida cumple un rol esencial en
la adherencia e invasion de células epiteliales humanas. El estudio de
mutantes defectivos en la expresion capsular abrogdé la adherencia y
colonizacion del microorganismo en células humanas INT407 (74,96). Sin
embargo se han realizado otros estudios que muestran resultados
contradictorios en la funcion de la capsula como molécula de adherencia en
células Caco-2 (95). Se ha postulado que la expresion de la capsula se
encuentre regulada por factores intrinsecos del microorganismo dependiendo
el microambiente en el que se encuentra, o que permitiria una expresion

diferencial de acuerdo al estado de la infeccion (97).

C. Mecanismos de entrada en células eucarioticas

Actualmente no se conocen los mecanismos precisos por los cuales C.
jejuni ingresa a células epiteliales de la mucosa intestinal. No obstante, las
recientes investigaciones nos permiten perfilar dos mecanismos distintos. El
primer mecanismo, denominado “cremallera”, propone la utilizacion de
diversas moléculas receptoras de superficie celular eucariota que interactian

con moléculas de superficie de la bacteria. EI segundo mecanismo,

31



denominado “gatillo”, implica la utilizacién de los sistemas de secrecion tipo
y IV (T3SS y T4SS, del inglés Type 3 secretion system y Type 4 secretion
system) mediante los cuales se inyectan proteinas o se secuestran factores
de la célula huésped que activan un mecanismo que atrapa a C. jejuni. Aunque
el analisis gendémico de C. jejuni no ha revelado T3SS o T4SS (87), el flagelo
podria actuar como aparato secretor de proteinas de virulencia mas que solo

como un aparato de locomocion (88).

La utilizacion de diversas cepas y lineas celulares para investigar el rol
del flagelo en la invasividad e internalizacion de C. jejuni en células epiteliales
humanas genera confusion, probablemente debido a diferencias entre las
cepas utilizadas o en las técnicas utilizadas. Diversos estudios han
demostrado que las células eucaridticas internalizan a C. jejuni. La mayor parte
de los estudios de invasividad realizados fueron desarrollados mediante el uso
de gentamicina. Muchos de estos ensayos realizados difieren en la forma que
utilizan el recuento de las células internalizadas después de haber expuesto el
cultivo al antibiético, algo que podria influir significativamente en los resultados

de conteo obtenidos.
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Un factor clave en la invasion de células eucariéticas por parte de C.
jejuni es la presencia de su flagelo funcional. Células de C. jejuni que carecen

de flagelo mostraron una reduccion en invasividad de células epiteliales (88).

Otro factor envuelto en la invasion es la proteina CsrA. Mutantes
defectuosos en la expresion de esta proteina disminuyen en 5 veces su
adherencia a células epiteliales INT407, un requisito indispensable para la
invasion. Sin embargo, las células adheridas incrementaron en 20 veces su
invasividad (98). Esto podria deberse a que CsrA es un regulador de otros
factores relacionados directamente con factores de invasividad como la

capsula polisacarida (74).

La capsula polisacarida también ha demostrado tener un rol importante
en la invasividad. Ensayos realizados con C. jejuni 81-176 defectuosas en la
expresion de la capsula, en células epiteliales INT407, mostraron una
reduccion al 11% de invasividad, en comparacion con el tipo silvestre (74).
También se ha observado fenotipos hiperinvasivos de aislamientos de C. jejuni
con genes ortélogos que, notablemente, se encontraron en la regién se

sintesis capsular (99).
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4.8Cépsulas polisacéaridas

Las capsulas polisacéridas bacterianas son la estructura en contacto
inmediato con el medio en el que se encuentran estos microorganismos y por
tanto cumplen diversas funciones. Su composicion varia enormemente debido
a su composicion quimica variable y las multiples decoraciones que posee. En
relacion a los genes que la codifican, las capsulas bacterianas tienen un
operon de biosintesis, transporte y ensamblaje muy organizado que, de
acuerdo al microorganismo en cuestion, varia en propiedades vy
caracteristicas. En el especifico caso de C. jejuni, la capsula polisacarida es el

principal serodeterminante del esquema de serotipificacion de Penner (75).

A. Funciones

La presencia de capsulas polisacaridas en bacterias es extensa en la
naturaleza asi como sus funciones. Entre las funciones principales tenemos a
la proteccion ante la desecacion, contribucion a la formacién de biopeliculas,

evasion del sistema inmune, adherencia a células epiteliales, entre otras.

Las CPS, al ser moléculas altamente hidratadas, debido su numero
elevado de residuos hidroxilo que interactian con las moléculas de agua,
contribuyen con la regulacion del agua disponible para el microorganismo y su

supervivencia (100).
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Estudios recientes que evalian el rol que cumplen los diversos
polisacaridos que recubren la superficie del microorganismo en la formacién
de biopeliculas, han demostrado que las CPS cumplen un rol significativo en
este proceso. De esta forma, las CPS contribuirian con proteccién ante medio

ambientes hostiles y el efecto toxico del oxigeno en C. jejuni (101).

Entre otras funciones tenemos el rol que cumplen en conferir resistencia
ante el suero y factores del complemento (102) evitando la formacion del
complejo de ataque a la membrana (MAC, del inglées Membrane attack
complex) (103). En estudios de mutagénesis se observod niveles elevados de
interleucina 17 en células de la lamina propia CD4* (del inglés Cluster of
differentiation 4) y estimulacion de los TLR 2 y 4, sugiriendo una modulacién
de la respuesta inmune (104). Ademas, evitan la opsonizacion y

consecuentemente la evasion de la fagocitosis (103).

B. Tipos, genéticay biosintesis

De acuerdo con la clasificacion actual, basado en la organizacion
genética de las CPS en E. coli, el operdn biosintético tiene una organizacion
mixta entre los grupos Il y lll de cépsulas polisacaridas (21,105). La
organizacion tipica se encuentra conformada por una regién variable central

biosintética, flanqueada por una region transporte y otra de ensamblaje de las
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azucares (Figura 2). Estos grupos capsulares se caracterizan por encontrarse
unidos a una ancla fosfolipidica unida al residuo repetitivo mediante un enlace
débil de la azucar acido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosénico (Kdo)

(103,105,106).

Los genes encargados del transporte y ensamblaje de las azucares del
grupo Il son kpsFEDUCS...TM. Mientras que la organizacién genética del
grupo Il es kpsDMTE...CS (97,105,106). Sin embargo, la organizacion
genética del operdn capsular de C. jejuni es kpsMTEDF...CS; una mezcla de
los genes que conforman los grupos Il y 1l (105). A diferencia del grupo 11, en
el grupo de genes de las CPS de C. jejuni no se observa kpsU, responsable
de la sintesis de la CPM-Kdo sintetasa, ademas de la falta de termorregulacién
de la sintesis capsular por farte del gen kpsU (97,107) Sin embargo, ante la
ausencia de un CPM-Kdo sintetasa en el operon biosintético, es posible que
existan genes en otras regiones del cromosoma bacteriano que podrian
cumplir esta funcién (97). La region interna es la region biosintética, contiene

los genes responsable de definir los serotipos (97,103,105).

Las funciones de las proteinas codificadas por los genes responsables
del transporte y ensamblaje de las azucares han sido estudiadas desde la

década pasada y haciendo referencia en las funciones de genes similares a
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los encontrados en C. jejuni se puede proponer el siguiente modelo funcional
de genes: La estructura que define el sistema de transporte ABC (ABC, del
inglés ATP Binding Cassette) denominados, segun la nomenclatura de E. coli,
las proteinas KpsM y KpsT; mientras que las proteinas Kpsk y KpsD formarian
la proteina externa de exportacion del polisacarido (OPX, del inglés Outer-
membrane Polysaccharide export). Todas estas proteinas juntas, KpsMTED,
formarian un complejo transmembranal (103,108,109). Una vez ensamblado
en el citoplasma bacteriano, la estructura macromolecular seria translocada
por una proteina transmembranal (KpsM) mediante la ayuda de una proteina
gue cataliza esta accion mediante la hidrdlisis de un nucledtido (KpsT). Las
proteinas KpsC y KpsS, de acuerdo a su secuencia nucleotidica, son proteinas
citoplasmaticas que, segun un modelo reciente, catalizan la union del residuo
repetitivo al ancla fosfolipidica mediante un residuo dipalmitoyl-glicerofosfato

(110).

En relacion a la expresion de las CPS, tanto en la region 1y 2 del operon
de transporte y ensamblaje capsular se encuentran regiones repetitivas de GC,
estas regiones generan corridos del marco de lectura y por consiguiente la
produccion de estos productos afectarian la expresion capsular (74). No sélo

eso0, estas mismas regiones repetitivas se observan en el gen dmhA, un gen
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encargado de la sintesis de una desoxiheptosa, que podria afectar los niveles
de azucares estructurales de la capsula. Ademas, regiones repetitivas de GC
también se han observado en genes requeridos para la sintesis del O-metil-
fosforamidato, compuesto critico estructural y determinante antigénico de la
mayoria de las CPS (78), y que podria afectar los niveles estequiomeétricos de
la capsula. Este proceso de regulacion de la expresion capsular podria verse
influenciado selectivamente en el medio ambiente del patdgeno pues le
confiere ventajas selectivas ante el reconocimiento del sistema inmune en

humanos (74,104).

C. Composicién quimica

Inicialmente, las CPSs se describieron como moléculas polisacaridas de
elevado peso molecular (HMW, del inglés High Molecular Weight) asociadas a
lipopolisacéaridas (LPS) (105). Estudios genéticos (73) y el secuenciamiento de
Campylobacter jejuni NCTC 11168 (NCTC, del inglés National Collection of
Type Cultures) (21) demostraron que se trataba de una capsula polisacéarida.
Corcoran y colaboradores (110) demostraron que no se trataba de un LPS sino
de una capsula polisacéarida unida a través de un ancla lipidica de dipalmitoyl-
glicerofosfato con un residuo de fosfato que se une al azucar (110). Se

realizaron diversos estudios para determinar la composicion quimica de las
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capsulas durante la primera década del 2000 (111,112) mediante la utilizacion
de la Resonancia Magnética Nuclear (NMR, del inglés Nuclear Magnetic
Resonance) unida a otras técnicas que permitieron definir de forma mas

precisa su composicion.

Entre los primeros estudios en determinar la composicion quimica de la
capsula fue Michael y colaboradores (113) que, mediante la NMR, determiné
la composicion quimica de la cepa NCTC 11168 serotipo HS2, cuya estructura
polisacarida fue: B-D-Ribp, B-D-GalfNAc, aD-GlcpA6 (NGro), donde NGro es
aminoglicerol, y un acido urénico amidado con 2-amino-2-desoxiglocerol en el
C-6 y 6-O-metil-D-glicero-a-L-gluco-heptopiranosa (6-MeHep), como
ramificacion de la estructura principal. Cabe destacar que los investigadores
analizaron una estructura con variacion de fase respecto a la presencia del 6-
O-MeHep, debido a la composicion nucleotidica del gen responsable de la

modificacion de la estructura.

Posteriormente, después del secuenciamiento de diversas céapsulas
(114), se determiné la estructura quimica de HS1: [-4)-a-D-Galp-(1-2)-(R)-Gro-
(1-P]n, donde Galp es galacto piranosa y Gro es glicerol, estructura similar al
acido teicoico, con ramificaciones de galactosas identificadas como [B-D-

fructofuranosas en los carbonos 2 y 3 que son sustituidos, de forma variable,
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con CH3OP(O)(NH2)(OR), que denominaremos en adelante O-metil-
fosforamidato (MeOPN) (115). Estas sustituciones incrementan la complejidad
de las cépsulas aun con un numero limitado de genes (78,115). EI mismo
compuesto, MeOPN, ha sido encontrado en otras CPS de C. jejuni, alrededor
del 65% (105). Ademas, también se determind la composicion quimica del
serotipo HS19, con estructura similar al acido hialuronico: [-4)-B-D-
GIcA6NGro-(1-3)-p-D-GIcNAc-(1-]n, con ramificaciones variables de a-L-
sorbofuranosa y MeOPN, en el carbono 2 y 4, respectivamente (116). Entre
otros serotipos analizados quimicamente se encuentran HS53 (117), el

complejo HS4 (118) y el complejo HS23/36 (78).

Debido a los hallazgos antes mencionados es que McNally y
colaboradores (78) decidieron investigar el rol que cumple el MeOPN en la
CPS. Sorprendentemente se revelo que esta molécula, que se encuentra en
cantidades no estequiométricas, juega un papel muy importante en la
determinacién del serotipo, particularmente en el serotipo HS23 y HS36. Los
genes encargados de la transferencia de los grupos MeOPN a los carbonos
C-3 y C-4 fueron cjl1421 y cjl1422, respectivamente; confiriendo asi los
serotipos HS23 y HS36 (Figura 2) (78). La expresion variable de estos genes

permite al microorganismo cambiar de serotipo o, una variacién de fase,
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durante el proceso infeccioso permitiendo asi la evasion de la respuesta

inmune (78,119).

Figura 2. Estructura quimica de la capsula

polisacarida de C. jejuni con las modificaciones variables
de MeOPN. A: B-D-Ribf; B: a-D-GlcpA6 (NGro); C: B-D-
GalfNAc; D: D-glicero-a-L-gluco-heptopiranosa y E: MeOPN.
El MeOPN puede sustituir al radical hidroxilo (-OH) en Ry y
Rs. La heptopiranosa puede sustituir al radical —-OH en Ro.

Modificado de McNally y colaboradores (78).
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Recientemente, se ha han hecho diversos estudios para determinar el rol
gue cumple el MeOPN en la biologia de C. jejuni (119). Uno de los estudios
iniciales lo llevo a cabo McNally y colaboradores (78) quien observé su rol
como determinante antigénico capsular y variabilidad de los niveles
estequiomeétricos. Estudios recientes en mutantes de C. jejuni 81-176
muestran que el MeOPN también cumple un rol en la invasion de células
epiteliales Caco-2 y en la resistencia al suero, sin embargo, no observaron
diferencias en la colonizacién en comparacion con microorganismo silvestres

(119).
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1Poblacién

El estudio del cual provienen las muestras fue realizado en la Comunidad
de Santa Clara en la ciudad de Iquitos, departamento de Loreto, entre los afios
2002-2006. En el presente estudio se analizé un total de 290 muestras. Los
aislamientos de Campylobacter jejuni fueron obtenidos a partir de un estudio
de vigilancia prospectivo, para lo cual se considero 177 pacientes menores de

5 afos y 11 meses de edad.

5.2Material bioldgico

Para la realizacion del presente estudio se tomaron los aislamientos
almacenados de Campylobacter jejuni obtenidos a partir del estudio realizado
en la Comunidad de Santa Clara ubicado en la ciudad de Iquitos,
departamento de Loreto. Los aislamientos que forman parte de este estudio
fueron previamente purificados en agar CBA (del inglés, Columbia Blood Agar)
suplementado con 5% de sangre de carnero e incubados en microaerofilia a
42°C por 48 a 72 horas. Ademas de ello, se observd al microscopio bacilos
curvos Gram negativos y se utilizaron pruebas enzimaticas de oxidasa y
catalasa. Para la diferenciacién de especie se utilizd la prueba de hidrdlisis del

hipurato. Los aislamientos fueron preservados con las siguientes
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denominaciones de género y especie (en caso corresponda): Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter spp. Posteriormente, los
aislamientos fueron almacenados en nitrogeno liquido, en medio Caldo

tripticasa de soja (TSB, del inglés Trypticase Soy Broth) con 20% de glicerol.
5.3Procedimiento

A. Cultivo y purificacion de aislamientos de C. jejuni

Se tomaron los aislamientos previamente identificados de
Campylobacter jejuni almacenados en tanques de nitrégeno liquido. Para el
cultivo se tomé una azada del medio de preservacion y se sembro sobre la
superficie del medio de cultivo CBA suplementado con 5% de sangre
desfibrinada de carnero. Los cultivos fueron incubados de 48 a 72 horas a 42
°C, en condiciones de microaerofilia con una mezcla de gases de 5% O2, 10%

COo, y 85% N2 en jarras gas-pak (120).

En algunos casos, las muestras se encontraban contaminadas con otros
microorganismos. En tales casos se procedio6 a purificar las muestras mediante
la técnica del filtro que consistio en colocar un disco de papel filtro de poro de
45 um de didmetro, con la ayuda de una pinza estéril, sobre medio CBA sin

antimicrobianos, luego se coloc6é 100 uL del medio de preservacion sobre el
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disco de papel filtro por 30 minutos. Posteriormente, con la ayuda de una pinza
estéril, se retiré el disco de papel filtro y se incubé bajo las condiciones
anteriormente descritas (120). Las colonias obtenidas son tipicamente
brillantes y de color gris, aspecto mucoso, convexas y de bordes definidos o
irregulares. Luego de la incubacion se observaron, en algunas placas, colonias
puras tipicas de Campylobacter, las cuales fueron sometidas a las pruebas

moleculares correspondientes para la discriminacién de género.

Con la finalidad de evitar perder muestras, en los casos en los que no se
logro obtener colonias de especies de Campylobacter, se procedio a refrescar
los aislamientos del enteropatégeno en el caldo de enriquecimiento
Tioglicolato. EI medio fue calentado por breves minutos para eliminar la mayor
cantidad de oxigeno presente en el medio, luego se colocé el contenido
completo del medio de preservacion en el cual se encontraban los
microorganismos. El tubo con el caldo de enriquecimiento se incubd, con la
tapa ligeramente ajustada, bajo las condiciones anteriormente descritas.
Después de la incubacién se observd, en algunos casos, un anillo de turbidez
color rojizo unos milimetros por debajo de la superficie del caldo, caracteristica
tipica del crecimiento de especies de Campylobacter en el medio Tioglicolato.

En estos casos se tom6é 100 pL del caldo correspondiente a la zona de
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crecimiento del enteropatdgeno en cuestion y se procedié a purificar mediante
la técnica del filtro, anteriormente descrita y se incub6 bajo las mismas

condiciones anteriormente mencionadas.

B. Extraccién de ADN

A partir de los cultivos obtenidos de colonias individuales se procedio con
la extraccion de ADN de acuerdo a protocolos estandares desarrollados en el
laboratorio. Para ello, se tom6 una asada del cultivo de Campylobacter jejuni
con la ayuda de un asa bacteriolégica estéril y se inocul6 en un microtubo de
1,5 mL de capacidad, al cual se ha adicionado previamente 100 pL de agua
de PCR libre de endonucleasas. Una vez listo el indculo se coloco el mismo
en un bloque caliente a 100 °C por 10 minutos, luego se colocé en hielo por
otros 10 minutos y finalmente se centrifugé a 14 000 rpm (revoluciones por
minuto) por 10 minutos en condiciones de refrigeracion, 4 °C. Se separo el
sobrenadante en otro microtubo con capacidad para 1,5 mL, se etiquetd

apropiadamente y se preservo a -20 °C hasta su utilizacion (120).

El ADN fue ajustado a una concentracién de 200 ng/uL con agua ultra
pura, de grado de biologia molecular. La medicion se llevo a cabo mediante el

espectrofotometro NanoDrop 2000. Luego, se tom6 10uL de ADN extraido y
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se colocoé en otro microtubo, apropiadamente etiquetado. La muestra fue
diluida con agua ultra pura de acuerdo a los célculos obtenidos mediante la

siguiente formula:

C1xVi=Cax V7'

*C= Concentracion, V= Volumen

En algunas ocasiones la cantidad de ADN obtenido se encontraba por
debajo del optimo requerido por lo cual se utilizd6 un equipo concentrador de
ADN Bio-Rad. El procedimiento consistié en colocar el tubo que contiene la
muestra con la tapa abierta dentro del equipo. Se programé al equipo para
desecar la muestra por un tiempo aproximado de 60 minutos. Culminado el
proceso, con el microtubo sin agua, se procedid a re-hidratar la muestra con
la cantidad apropiada de agua de PCR hasta alcanzar la concentracion
adecuada de acuerdo a calculo. EI ADN ajustado fue almacenado a -20 °C

hasta su posterior utilizacién (120).

C. Confirmacién de los cultivos

Debido a que un 10% de los aislamientos de C. jejuni son hipurato

negativos (22), y con la finalidad de asegurar que todos los aislamientos
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obtenidos fueron C. jejuni, se procedid a realizar un PCR que permitié
discriminar C. jejuni de C. coli mediante iniciadores para este uso especifico

(120).

D. PCR para discriminacion de especies

La discriminacion de especies (120) se realizo por PCR mediante el uso
de iniciadores especificos para la identificacion de C. jejuni y C. coli listados

enla Tabla 1 (121).

Tabla 1.
Iniciadores utilizados para el PCR (121).

Secuencia del iniciador

Especies | Tamafio del
blanco producto Forward Reverse

C. coli 364pb | AGG CAA GGG AGC CTT TAATC | TAT CCC TAT CTACAAATT CGC

C. jejuni 773pb | CAT CTT CCC TAG TCAAGC CT | AAG ATA TGG CTC TAG CAA GAC

Preparacion de la mezcla maestra

Este proceso se llevo a cabo en un ambiente acondicionado para este
unico procedimiento, denominado “cuarto limpio”, bajo las condiciones
apropiadas en el interior de una cabina de bioseguridad: a) limpieza de la
cabina y materiales a utilizar con lejia al 10% y b) irradiacion con luz UV

durante 15 minutos de la cabina de bioseguridad y los materiales a ser
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utilizados. Se utiliz6 tubos de 0,2 mL, 0,5 mL y de 1,5 mL convenientemente
de acuerdo al niumero de muestras que fueron procesadas por reaccion. Los
volumenes precisos para una reaccion de PCR se encuentran enlistados en la
Tabla 2. Para determinar la cantidad de reactivo a utilizar se multiplicé las
cantidades mencionadas en la Tabla 2 por el nUmero de reacciones requeridas
y se afladié 5 reacciones mas: dos controles positivos, un control de reactivo,
un control negativo y otra adicional como mezcla excedente, para evitar los
errores de pipeteo. Se utilizaron como controles positivos cepas ATCC (del
inglés, American Type Collection Culture). Como control negativo se utilizé

ADN de E. coli DH5a y agua para PCR como control de reactivo (120).

Una vez juntos los reactivos en el microtubo se mezclaron con ayuda de
un Vortex por espacio aproximado de 15 segundos. Las gotas adheridas a la
tapa del microtubo fueron recuperadas mediante un centrifugado de 30
segundos a maxima velocidad (este procedimiento lo denominaremos, en
adelante, “spin”). La mezcla maestra fue repartida en volumenes de 23 yL en
tubos de reaccion de PCR, los cuales fueron posteriormente etiquetados de

forma apropiada (120).

Todo el proceso de preparacion de la mezcla maestra se debe llevar a

cabo en condiciones de refrigeracion, por lo que todo este proceso se realizd
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en contenedores con hielo en su interior y el uso de soporte para microtubos

congelado con indicador de temperatura por colorimetria.

Tabla 2.

Preparacién de la mezcla maestra para el PCR, volumenes
utilizados para una reaccion (120).

Reactivo Volumen (pL)
Amplitag Master Mix 360 11,0
Agua de PCR 8,0
Iniciador 364F (10 uM) 1,0
Iniciador 364R (10 uM) 1,0
Iniciador 773F (10 uM) 1,0
Iniciador 773R (10 uM) 1,0
Total 23,0

Reaccion de PCR

El proceso de amplificacion se llevé a cabo en otro ambiente separado,
denominado “cuarto sucio”, acondicionado para diversos procesos solo
relacionados a biologia molecular. El proceso completo se continda llevando
a cabo en condiciones de refrigeracion. A cada tubo que contiene la mezcla
maestra se afiadio 2 pL de muestra de ADN, haciendo un total de 25 pL de
mezcla (120). Los tubos con las mezclas respectivas se colocaron en un
soporte y posteriormente en el termociclador Veriti, el cual fue previamente

programado de acuerdo a las especificaciones de la Tabla 3 (120).
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Tabla 3.

Configuracion del Termociclador para el PCR (121).

Nombre del ciclaje: C. jejuni C. coli

Ciclo Tiempo
95°C 1 min
Paso 1
94 °C 1 min
64 °C 1 min
72 °C 1 min

2 veces y retornar al paso 1
Paso 2
94 °C 1 min
64 °C 1 min
72°C 1 min

2 veces y retornar al paso 2
Paso 3
94 °C 1 min
60 °C 1 min
72°C 1 min

2 veces y retornar al paso 2
Paso 4
94 °C 1 min
58 °C 1 min
72°C 1 min

2 veces y retornar al paso 4
Paso 5
94 °C 1 min
56 °C 1 min
72°C 1 min

2 veces y retornar al paso 5
Paso 6
94 °C 1 min
54 °C 1 min
72°C 1 min

30 veces y retornar al paso 6
Paso 7
72°C 10 min
4°C “Guardar”
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Una vez finalizada la amplificacién las muestras fueron analizadas

mediante una electroforesis y/o almacenadas a -20 °C.

Electroforesis

La electroforesis se llevd a cabo utilizando agarosa ultrapura al 2,5%,
disuelta en buffer TBE 1X (Tris-Borato EDTA). La tincion del gel para la
observacion de las bandas de ADN se realizo utilizando el colorante de DNA
SYBR® safe, 15 pL por cada 100 mL de buffer. Para el procedimiento se
utilizaron geles con dimensiones de 14 mm x 11 mm, longitud y ancho
respectivamente, y 1 cm de grosor. Los peines utilizados para la preparacion
del gel fueron de 20 pocillos con un volumen de 20 pyL cada uno. En cada

pocillo se colocaron 8 pL de la mezcla y 2 pL de colorante de carga (120).

Para evitar contaminacién cruzada de los pocillos que llevan el ADN se
mantuvo el siguiente orden de las muestras: El primer y segundo pocillo
correspondieron a los controles positivos; el tercer pocillo correspondié al
marcador de peso molecular, que en este caso fue una escalera de ADN de
100 pares de bases; los siguientes pocillos correspondieron a las muestras en
estudio; finalmente, luego de las muestras, se coloc6 el segundo marcador de

peso molecular seguido de los controles negativos. Las condiciones de la
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electroforesis fueron 110 V por 1 hora y 30 minutos. La camara electroforética
fue cubierta con papel aluminio debido a que el colorante de ADN es sensible
a la luz. La lectura y andlisis de las bandas de ADN se realizd con el
digitalizador de imagenes Gel Doc XR 2000 a una absorbancia de 302 nm

(120).

E. Tipificacion capsular

En esta etapa del proceso se utilizd solamente el ADN de muestras que
corresponden a C. jejuni confirmadas mediante PCR, en el procedimiento
anteriormente descrito. Aquellas muestras que no fueron confirmadas como
C. jejuni fueron excluidas del analisis. Asimismo, el procedimiento se realizo

bajo las mismas condiciones de bioseguridad anteriormente descritas.

Preparacion de la mezcla maestra

Para cada muestra a ser tipificada, se prepararon 4 mezclas maestras
distintas: Mezcla alfa, beta, gama y delta (ver Tabla 4); de acuerdo a las
concentraciones de reactivo a continuacion descritas:
e 125 L de Amplitaq Master Mix 360
e 10 pL de mezcla de cebadores (alfa, beta, gama o delta, segun

corresponda)
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e 2,0 uL de ADN gendmico
e 9,5 L de Agua destilada ultra pura

De la misma forma que el caso anterior, se calculo la cantidad de reactivo
de acuerdo al niumero de muestras procesadas. En cada reaccion se incluyé
un control negativo. Debido a que la mezcla maestra gama contiene un control
interno no se incluyd un control positivo por reaccion (120).
Reaccion de PCR

Para esta reaccion se utilizaron los cebadores a (alfa), B (beta), y (gama)
y © (delta) provistos por el NMRC (del inglés, Naval Medical Research Center).
El contenido de cada mezcla maestra asi como el tamafio, en pares de bases,
de los productos esperados se encuentran detallados en la Tabla 4 (79). Los
iniciadores fueron resuspendidos en agua ultra pura libre de endonucleasas
de acuerdo a las indicaciones del proveedor, que en este caso fue de 400 pL
en cada juego de cebadores. Hecho esto, se hicieron alicuotas y se repartié
todo el contenido en tubos de 0,2 mL de volumen y se conservd en

congelacion.
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Tabla 4.

Juego de cebadores distribuidos en 4 grupos de mezclas (79).

Mezcla Tamafio Tipo capsular Mezcla Tamafio Tipo capsular
Alfa en pb* reconocido Beta en pb* reconocido
Mu_HS2 62 HS2 Mu_HS1D 610 HS1lyHS1/44
Mu_HS3 149 Complejo HS3 Mu_8486 652 HS4 complejo B
Mu_HS4 370 HS4 complejo A | Mu_HS12 201 HS12
Mu_HS6 185 HS6y HS7 Mu_HS17 342 HS8y HS17
Mu_HS10 229 HS10 Mu_HS21 801 HS21
Mu_HS19 450 HS19 Mu_HS23 161 HS23y HS36
Mu_HS15C 325 HS15 Mu_HS31 941 HS5y HS31
Mu_HS41 279 HS41 Mu_HS42E 440 HS42
Mu_HS53 251 HS53 Mu_HS27A 280 HS27
Mu_HS63 520 HS63 Mu_HS57A 100 HS57
Mu_HS33A 819 HS33y HS35

Mezcla Tamafio Tipo capsular | Mezcla Tamafio Tipo capsular
Gama en pb* reconocido Delta en pb* reconocido
Mu_HS22 216 HS22 Mu_HS11D 540 HS11

IpxA 331 C.jejuni Mu_HS60A 240 HS60
Mu_HS37 510 HS37 Mu_HS32A 420 HS32
Mu_HS9 278 HS9 Mu_HS58C 89 HS58
Mu_HS18 653 HS18 Mu_HS40c 636 HS40
Mu_HS44 148 HS44 Mu_HS55B 355 HS55
Mu_HS45 128 HS45 Mu_HS52C 170 HS52
Mu_HS29 185 HS29 Mu_HS32B 740 HS32
Mu_HS18A 653 HS18

*pb: Pares de bases
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Los cebadores a, B, y y 0 identifican el tipo de cdpsula codificada por un
gen especifico y Unico en cada tipo capsular y, mediante comparacion del
tamano del producto de PCR obtenido con el marcador molecular de ADN de
100 pare de bases, se determin6 a que tipo capsular corresponde cada banda

obtenida (120).

La termociclador Veriti fue programado bajo las condiciones
especificadas en la Tabla 5, a dicho programa se le denominé “Penner

multiplex”.

Tabla 5.

Configuracion del Termociclador para el PCR mdltiple (79).

Nombre del ciclo: Penner multiplex

Ciclo Tiempo
95 °C 5 min
Paso 1

94 °C 40 seg

54 °C 30 seg

72 °C 45 seg

29 veces y retornar al paso 1

Paso 2

72 °C 2 min

4°C "Guardar"
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Electroforesis

La electroforesis se llevd a cabo utilizando agarosa al 2,5 %, disuelta en
buffer TBE 1X (Tris-Borato EDTA). La tincion del gel para la observacion de
las bandas de ADN fue realizada utilizando el colorante SYBR® safe. Los
geles tuvieron las siguientes dimensiones: 14 mm x 11 mm, longitud y ancho
respectivamente, y 1 cm de grosor. En cada pocillo se colocaron 8 pL de la
mezcla y 2 yL de colorante de carga. Las condiciones de la electroforesis
fueron de 100 V por 3 horas y 20 minutos. En cada corrido electroforético se
utilizé un control negativo. La lectura y analisis de las bandas de ADN se
realizo con el digitalizador de imagenes Gel Doc XR 2000 a una absorbancia
de 302 nm. El analisis del gel se realizd6 por comparacion del peso molecular
de las bandas obtenidas con el marcador de peso molecular de ADN. El control

negativo no debe presentar bandas (120).

Interpretacion de resultados
Para el andlisis de los resultados obtenidos se comparé la altura a la cual
la banda se encontraba con el marcador de peso molecular de ADN de 100
pares de bases. Los resultados fueron categorizados de la siguiente forma:
o Tipificable: Presentd una o mas bandas en cualquiera de las columnas

correspondientes a cada mezcla maestra y se observa una banda de

57



331 pares de bases en la columna correspondiente a la mezcla gama,
gue corresponde a la especie C. jejuni.

o No tipificable: No se observé ninguna banda en las columnas
correspondientes de las mezclas maestras, sin embargo se observé una
banda de 331 pb en la columna correspondiente a la mezcla maestra
gama.

Algunos de los tipos capsulares presentar reaccion cruzada de acuerdo
al PCR multiple, estos son:

o Tipos capsulares HS5/15/31/45.

o Tipos capsulares HS4 complejo 4A y complejo 4B.

A pesar de que los tipos capsulares HS5/31 son indistinguibles mediante
este método, también presentan reaccion cruzada con los tipos HS15 y HS45,
por lo que en el casos en los que se observo el tipo capsular HS5/31 y HS15
y/lo HS45 en una misma muestra, se considerd al tipo capsular s6lo como
HS5/31, descartando los otros dos tipos capsulares.

En el particular caso del complejo capsular HS4, los complejos 4A 'y 4B,
ambos fueron considerados como un Unico complejo denominado tipo
capsular “Complejo HS4”, debido a que presentan reacciones cruzadas no

distinguibles mediante ésta técnica (79).
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F. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo mediante el programa Stata v. 13.1,
utilizando el “Analisis de mediciones repetidas”. Para tal analisis de
consideraron las siguientes variables: Edad, género, tipo de capsula y
sintomatologia.

Debido a que en las muestras consideradas dentro de la base de datos
no se logro recuperar el total de aislamientos o que algunos aislamientos no
fueron C. jejuni, estos aislamientos no fueron considerados para el analisis

estadistico.

59



VI. RESULTADOS

6.1Poblaciéon

Del numero total de pacientes considerados para el analisis, después del

cultivo y PCR, la muestra se redujo a 111 pacientes de los cuales fueron

consideradas sus muestras propicias para el analisis de tipificacion capsular.

Se obtuvo un total de 185 muestras tipificables, 82 aislamientos de C. jejuni

provenientes de pacientes menores de 2 afios de edad y 103 aislamientos de

pacientes mayores a 2 afios de edad y menores/iguales a 5 afios y 10 meses

(Tabla 6). Al tratarse de un estudio de vigilancia de una cohorte, 67 nifios

experimentaron de 2 a 6 infecciones repetidas por C. jejuni dentro de los cuatro

afios en que dur¢ el estudio. Del total de las muestras consideradas para la

tipificacion capsular a partir de pacientes pediatricos, 57 corresponden a nifios

y 73 a nifias.

Tabla 6.

Resumen de las muestras analizadas para el presente estudio y los

resultados obtenidos.

No cultivables 69
No C. jejuni 29
Sin resultado en PCR capsular multiple 7
Total de aislamientos tipificados 185
Total de aislamientos 290
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6.2Material biolégico

El total de muestras analizadas fue 290, de las cuales 29 aislamientos no
fueron reconocidos mediante PCR como Campylobacter jejuni y 7
aislamientos no fueron tipificables o dieron algun tipo de reaccion al gen IpxA
mas si al gen glyA mediante PCR. Ademas, no fue posible recuperar 69
aislamientos mediante técnicas microbiologicas estandares para C. jejuni, lo

gue significa un 70.9% de poder de analisis de muestras.

6.3 Tipificacidon capsular

Las muestras tipificadas fueron 185, en 15 muestras no fue posible
reconocer algun tipo capsular mediante esta técnica, por lo que se les
denomind “No tipificables”. El resto de muestras, 170 aislamientos, generaron
22 tipos de CPS distintas (Gréfico 1). Los tipos capsulares mas frecuentes
fueron el tipo capsular HS15 (9,1%), complejo HS4 (9,1%) y complejo HS3
(13,5%). Los valores obtenidos y sus respectivos porcentajes se encuentran

en la Tabla 13.
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6.4Anélisis estadistico

Se llevd a cabo un analisis de riesgo relativo (RR) mediante el andlisis
de mediciones repetidas entre los tipos capsulares y sintomatologia, edad y
género de los pacientes de los cuales provienen las muestras. Debido al
tamano de las muestras solo se analiz6 estadisticamente la relacion entre los

tipos capsulares mas frecuentes: HS15, complejo HS3 y complejo HS4.
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Gréfico 1: Frecuencia de tipos capsulares. Se observan 22 tipos

capsulares de las 35 tipos de capsulares.
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Los valores totales y sus respectivos porcentajes obtenidos en pacientes
sintomaticos y asintomaticos se observan en la Tabla 11. En el caso del tipo
capsular HS15, se encontr6 que el RR de ser infectado por C. jejuni con este
tipo capsular es de 1,37 veces mayor en nifias comparado con los nifios
(p=0,032) ajustado por género (Tabla 7). Cabe resaltar que el complejo
capsular HS3 se encuentra asociado a sintomatologia; aquellos pacientes
infectados por C. jejuni con este complejo capsular tienen 3,7 veces mayor
riesgo de presentar diarrea en comparacion con aquellos que fueron

infectados con algun tipo capsular distinto (Tabla 10).

Tabla 7.
Andlisis de mediciones repetidas del tipo capsular HS15.
RR valor p RR ajustado valor p

Edad 1,02 (0,93 -1,12) 0,655 1,06 (0,96 —1,17) 0,257
Género 0,032 0,032

Femenino 1 1

Masculino 0,37 (0,15 - 0,92) 0,37 (0,15 -0,92)
Sintomatologia 0,737 0,851
No 1 1
Si 0,81 (0,24 -2,72) 0,90 (0,30 -2,69)
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En relacién al complejo capsular HS4, el riesgo relativo de ser infectado
por un organismo con este complejo capsular se incrementa en 74% a mayor
edad del paciente en este estudio (Tabla 9). Sin embargo, también se realizé
un analisis de RR que incluyé a todos tipos capsulares en conjunto. Se observé
gue el RR aumenta en 89% con la edad del paciente, similar a lo observado
en el complejo HS4. No obstante, no se observan asociaciones significativas

de RR por género ni sintomatologia (Tabla 10).

Tabla 8.

Andlisis de mediciones repetidas del complejo capsular HS3.

RR valor RR ajustado valor

p p

Edad 1,02 (0,93-1,12) 0,623 1,02 (0,93 -1,13) 0,631
Género 0,151 0,217
Femenino 1 1
Masculino 1,91 (0,79 — 4,62) 1,72 (0,73 — 4,05)
Sintomatologia 0,002 0,002
No 1 1
Si 3,66 (1,58 — 8,47) 3,66 (1,58 — 8,47)
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Tabla 9.

Andlisis de mediciones repetidas del complejo capsular HS4.

RR valor RR ajustado valor
p p
Edad 0,74 (0,57 -0,95) 0,017 0,74 (0,57 -0,95) 0,017
Género 0,859 0,859
Femenino 1 1
Masculino 0,94 (0,48 — 1,83) 1,09 (0,58 — 2,03)
Sintomatologia 0,282 0,448
No 1 1
Si 1,37 (0,77 — 2,44) 1,27 (0,68 — 2,37)
Tabla 10.

Andlisis de mediciones repetidas del total de tipos capsulares.

RR vaFI)or RR ajustado valor p
Edad 0,89 (0,82-0,96) 0,003 0,89(0,83-0,97) 0,005
Género 0,023 0,096
Femenino 1 1
Masculino 0,72 (0,54 — 0,96) 0,80 (0,62 — 1,03)
Sintomatologia 0,623 0,279
No 1 1

Si

1,13 (0,68 — 1,88) 1,27 (0,82 — 1,98)
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6.5Analisis comparativo de tipos capsulares

Se realiz6 el andlisis comparativo de los porcentajes obtenidos en la
tipificacion capsular de las muestras de pacientes pediatricos en la Amazonia
peruana y porcentajes de los tipos capsulares en el resto del mundo, a

excepcion de América del Sur debido a que no se hallaron datos al respecto.

Para llevar a cabo este analisis se tomo6 en cuenta una publicacion que
realizo un analisis extenso sistematico de todos los estudios conducidos desde
el desarrollo del serotipado de Penner hasta el 2012. Esta revision sistematica
tomOé en cuenta soOlo aquellos reportes publicados en revistas indizadas
publicadas en idioma inglés. Para lograr tal objetivo, la busqueda se realizo
con los siguientes términos: “Campylobacter”, “Penner” y “Serotype”. Se
excluyeron las revisiones y publicaciones que no sean en inglés. Los datos
obtenidos se dividieron de acuerdo al estado econdémico de los paises de los
cuales se obtuvieron los datos en: Paises desarrollados y paises no
desarrollados. Ademas, también se obtuvo un total global de los porcentajes
de tipos capsulares, que incluye ambas economias. El estudio realizado
considerd 21 394 muestras en total, de las cuales 1 222 muestras provienen
de paises en vias de desarrollo y 20 172 muestras provienen de paises

desarrollados (72).
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El andlisis comparativo entre los datos aqui obtenidos y las frecuencias
capsulares en paises en vias de desarrollo nos indica que solamente existe
una diferencia significativa con el complejo capsular HS3 (p>0,006) y una
diferencia significativa marginal con el tipo capsular HS15 (p>0,107) (Tabla

12).

Respecto a los paises desarrollados, se observo que soOlo existe una
diferencia estadistica significativa para el complejo capsular HS3 (p>0,001)
entre los porcentajes de paises desarrollados y los porcentajes obtenidos en

este estudio.

Ademas, en el andlisis comparativo para determinar las diferencias
estadisticas significativas entre los porcentajes globales de los tipos
capsulares y los porcentajes obtenidos en el presente estudio, se encontro que
los tipos capsulares HS15 y el complejo capsular HS3 presentan una
diferencia significativa (p>0,001). Mas aun, el tipo capsular HS23/36 presenta
un diferencia significativa marginal (p>0,063) con respecto a los porcentajes

globales hallados (Tabla 12).
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Tabla 11.

Comparacion entre tipos capsulares y sintomatologia en valores reales y

porcentajes correspondientes.

Asintomaticos

Sintomaticos

Valor

Valor

Tipo capsular Real Porcentaje Real Porcentaje

HS10 2 2,9 2 1,4
HS2 0 0,0 13 9,3
Complejo HS3 12 17,6 16 11,4
Complejo HS4 4 5,9 15 10,7
HS5/31 5 7,4 5 3,6
HS6/7 2 2,9 2 1,4
HS8/17 5 7,4 8 5,7
HS10 0 0,0 7 5,0
HS11 1 1,5 2 1,4
HS15 6 8,8 13 9,3
HS18 1 1,5 0 0,0
HS19 0 0,0 1 0,7
HS21 1 1,5 7 5,0
HS23/36 7 10,3 8 5,7
HS29 1 1,5 1 0,7
HS37 3 4,4 1 0,7
HS40 3 4,4 9 6,4
HS41 1 1,5 11 7,9
HS42 5 7,4 3 2,1
HS44 0 0,0 1 0,7
HS53 1 1,5 4 2,9
HS55 3 4,4 1 0,7
No tipificable 5 7,4 10 7,1
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Tabla 12.

Analisis comparativo entre los porcentajes hallados en el estudio y porcentajes
globales.

Tipo capsular  Peru PD* Vaplor PnD** Va:)lor Global Valor
HS1/44 1,0 9,0% 0,693 5,0% 0,795 8,2% 0,711
HS2 6,2% 16,5% 0,317 5,0% 0,843 135% 0,441

Complejo HS3 13,4% 2,1% <0,001 3,7% 0,006 2,2% <0,001
ComplejoHS4 9,1% 175% 0,335 82% 0,886 153% 0,453

HS5/31 48% 26% 0,662 43% 0,938 2,9% 0,720
HS6/7 19% 29% 0,905 0,0 nla 2,4% 0,948
HS8/17 6,2% 2,8% 0457 3,5% 0,596 2,8% 0,457
HS11 1,4% 35% 0,843 0,0 n/a*** 3,1% 0,865
HS15 9,1% 0,0 n/a** 29% 0,107 1,1% <0,001
HS23/36 77% 00% n/a** 33% 0325 1,7% 0,063
HS37 19% 0,0% n/a*** 0,0 n/a*** 1,8% 0,988
HS53 24% 00% n/a** 29% 0947 0,7% 0,648

*PD: Paises desarrollados
**PnD: Paises no desarrollados

***n/a: No aplica
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VIl. DISCUSION

Las capsulas polisacaridas de C. jejuni han ganado gran importancia
como antigeno en el desarrollo de una vacuna que ofrezca proteccion ante
este patogeno entérico (105). No obstante, la pobre informacidn respecto a su
distribucion global, sobre todo en aquellos paises donde es endémico, y su
relacion con la sintomatologia clinica son, ambos, aspectos que faltan
esclarecer (72,105). Responder estas preguntas es crucial para determinar la
valencia de una vacuna en contra este patdégeno (122). Debido a la
complejidad y laboriosidad de la técnica de serotipificaciéon de Penner, ciertos
laboratorios de referencia en paises desarrollados son los que han contribuido
con la mayor parte de informacion colectada hasta el momento mas los paises
en vias de desarrollo son los mas afectados por este microorganismo pero con

informacion de pobre o mala calidad (24,72).

Se tipificaron un total de 185 aislamientos provenientes de una poblacion
con acceso limitado a condiciones sanitarias en una region rural de la
Amazonia peruana, Santa Clara de Nanay, en el departamento de Loreto. Los
datos obtenidos por el estudio aqui presentado muestran a los tipos capsulares

HS15, complejo HS4 y complejo HS3 como los méas prevalentes y, en su
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conjunto, representan aproximadamente el 31% de los aislamientos. A nivel
global, el complejo capsular HS4, el tipo capsular HS2 y el HS1/44 representan
cerca al 40% de los aislamientos (72). Sin embargo, estos datos globales se
ven fuertemente influenciados por la gran cantidad de datos generados en
paises desarrollados, principalmente la region europea, algo que,
probablemente, no refleje la distribucion capsular real en paises en vias de
desarrollo. Tomando en cuenta sélo los datos generados en paises en vias de
desarrollo, los tipos capsulares mas frecuentes son el complejo HS4, tipo
capsular HS2, HS1/44 y HS5/31 (72). Sorprendentemente, estos tipos
capsulares sOlo representan aproximadamente el 24% del total de
aislamientos en estas regiones, su distribucion es relativamente homogénea
(72). Los datos aqui obtenidos se diferencian significativamente con los datos
obtenidos en otras regiones del mundo, sorprendentemente, sélo con el
complejo capsular HS3, ya sea en paises desarrollados o paises no
desarrollados. También se observé que el tipo capsular HS15 sélo se
diferencia significativamente en paises en vias de desarrollo y en los
porcentajes globales mas en paises desarrollados no se observa diferencia
significativa. Aunque nuestros datos no son concluyentes, debido,

principalmente, al tamafio de la muestra y el modelo poblacional, se puede
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observar diferencias interesantes respecto al complejo HS3 y el tipo capsular
HS15. Ademas, cabe resaltar que se han considerado solamente aquellos
estudios que hayan sido reportados en revistas indizadas, por lo que aquellos
datos provenientes de paises de América del Sur no han sido considerados

para el analisis.

El analisis de RR permiti6 generar observaciones interesantes de
resaltar. En primer lugar, el complejo HS3 fue el Unico tipo capsular con una
asociacion significativa a la enfermedad, ajustado por edad y género.
Segundo, los tipos capsulares HS15 y el complejo HS4 se encuentran
asociados a género y edad, respectivamente. Debido a que esta técnica es
basada en deteccidon de genes y no se su expresion fenotipica no es posible
concluir que el tipo capsular se encuentre asociado a enfermedad, ademas, la
presencia de otros patdgenos en los nifios conlleva a que la enfermedad sea
un proceso, probablemente, multifactorial y no exclusivo de una patogenia
causada por C. jejuni en especifico. En relacion a las variables como edad y
género, no se han hecho observaciones en otros estudios en este aspecto y

no es posible aun poder generar una explicacién concreta al respecto.

Es importante resaltar que las condiciones de salubridad en la poblacion

de estudio son completamente distintas a las observadas en paises
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desarrollados (34,35,123) y que, por consiguiente, se esperaria encontrar
valores de distribucién capsular similares a paises en vias de desarrollo debido
a la poca accesibilidad a servicios sanitarios (123). Otro factor a considerar es
la continua exposicion desde los primeros afios de vida a animales
comensales de este microorganismo que explican el elevado namero de
infecciones (123). Estudios posteriores en distintas regiones, en condiciones
sanitarias similares, podrian confirmar estos resultados y, con ello, fortalecer
nuestro conocimiento sobre los principales tipos capsulares que afectan a la

poblacién y su rol con la enfermedad (35,39).

La tipificacion capsular de C. jejuni realizada mediante esta técnica es
mas facil de realizar y es independiente de la expresion fenotipica. La técnica
de serotipificacion desarrollada por Penner y colaboradores (64,65) al inicio de
la década de los 80 ha sido ampliamente utilizada para la caracterizacion de
C. jejuni, sin embargo, su complejidad la ha limitado al uso, principalmente, en
paises desarrollados (72). Ademas, el descubrimiento de la capsula
polisacarida de C. jejuni como antigeno capaz de ofrecer proteccion ante las
infecciones causadas por este microorganismo (124,125), ha generado, por
consiguiente, que este factor de virulencia cobre mayor importancia en

epidemiologia (122). El presente estudio ha utilizado una modificacion de esta
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técnica, basada en deteccion de genes Unicos a los tipos capsulares
correspondientes, es independiente de la expresion de las cdpsulas (79,126).
En los estudios de serotipificacion realizados anteriormente se encontré un
14% de aislamientos no tipificables (72) en comparacién al 7% obtenido en
este estudio. Los datos obtenidos en este estudio y otro estudio desarrollado
en Estados Unidos (127) son prometedores debido a que nos demuestran que
la realizacion de esta técnica no se ve afectada por la disponibilidad de los
antisueros necesarios para su realizacion y dependencia de la expresion
capsular y que podria utlizarse en diversos laboratorios de vigilancia
epidemiologica, sobre todo, en aquellos paises donde este microorganismo es

endémico.
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VIII.  CONCLUSIONES

Se determind que los tipos capsulares mas frecuentes fueron el complejo
capsular HS3 (13.4%), el tipo capsular HS15 (9.1%) y el complejo capsular
HS4 (9.1%) en la poblacion de estudio, sOlo estos tipos capsulares juntos
representan mas del 31% del total de aislamientos analizados. El presente
estudio encontré en total 22 tipos capsulares de los 35 probables en las

muestras analizadas.

Se determiné que la prevalencia del complejo capsular HS3 presenta una
diferencia estadistica significativa con respecto a la prevalencia observada en
paises en vias de desarrollo, paises desarrollados y, en general, la prevalencia
mundial de este tipo capsular. Respecto a la prevalencia del tipo capsular
HS15, se observo una diferencia significativa en relacion a la prevalencia
observada en paises en vias de desarrollo y la prevalencia global de este tipo
capsular. Sin embargo, la prevalencia del complejo capsular HS4 en nuestro
estudio no muestra ninguna diferencia significativa con la prevalencia en
paises desarrollados, paises en vias de desarrollo ni la prevalencia global de

este tipo capsular.
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IX. RECOMENDACIONES

Se observa una deficiencia critica de conocimientos epidemioldgicos en
paises en vias de desarrollo y, sobre todo, en paises de América del Sur
respecto a los tipos capsulares de C. jejuni y, en general, a este
microorganismo. Por consiguiente, se recomienda realizar estudios caso-
control de comunidades con pobre acceso sanitario y orientado,

principalmente, a nifios menores de 5 afos de edad.

Con la finalidad de generar una vacuna protectora en contra la infeccion
por C. jejuni es necesario determinar la valencia de la misma. Por tanto, se
recomienda continuar con estudios de tipificacion capsular de C. jejuni
mediante la utilizacion de esta técnica molecular en diversas regiones del Peru

y demas paises de América del Sur.

No se tiene conocimiento sobre la estabilidad de los tipos capsulares a
través del tiempo. Por esta razon, se recomienda realizar estudios de vigilancia
gue nos brinden informacién sobre la estabilidad temporal de los tipos

capsulares de C. jejuni.
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