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Caracteristicas del microorganismo

Campylobacter se aislé originalmente de abortos en ovejas en 1909, considerandose como
subespecies de Vibrio fetus. Sin embargo, debido a que estos microorganismos no
fermentaban los azucares y diferian en el contenido de guanina y citosina (G + C) de los

verdaderos miembros del género Vibrio, se creé el nuevo género Campylobacter (1).

Campylobacter pertenece a la clase épsilon de las proteobacterias, en el orden de los
Campylobacteriales, el cual incluye otros dos géneros, Helicobacter y Wolinella. Los miembros
de estos géneros tienen genomas pequefios (1.6-2.0 megabases) y pueden establecer

asociaciones de largo tiempo con sus hospedadores, a veces con consecuencias patégenas (2).

Las células del género Campylobacter son bacilos con forma curvada, en forma de S o espiral,
de entre 0,2 a 0,8 um de ancho y de 0,5 a 5 um de largo. Son gram negativos y no forman
esporas. Son tipicamente méviles, con un movimiento caracteristico en sacacorchos realizado
gracias a un flagelo polar sin vaina en uno o ambos extremos de la célula. Algunas especies del

género no son moéviles (C. gracilis) o tienen multiples flagelos (C. showae)(3).

Campylobacter y los microorganismos relacionados crecen mejor en una atmoésfera que
contiene entre un 5% y un 10% de oxigeno; por lo que se consideran microaerodfilos y tiene un
metabolismo respiratorio quimioorganotréfico. Obtienen la energia de los aminodcidos y de
los intermediarios del ciclo de los &acidos tricarboxilicos; pero no de la oxidacidon ni
fermentacién de los hidratos de carbono. La actividad oxidasa estd presente en todas las

especies salvo en C. gracilis (3).

Aislamiento del microorganismo

No existe un método comun para el aislamiento de todas las especies de Campylobacter de las

muestras clinicas (4).

Todos los Campylobacter crecen a 372C, sin embargo C. jejuni y C. coli lo hacen de forma
Optima a 42°C. Al tratarse de las principales especies causantes de enfermedad, los
laboratorios utilizan esta termotolerancia para optimizar su aislamiento, a costa de otras

muchas especies como C. upsaliensis (1). De hecho, la prevalencia e importancia del resto de
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especies estdn mucho menos estudiadas. En la tabla 1 podemos ver las especies de

Campylobacter y su asociacidn con la clinica humana.

Tabla 1. Especies de Campylobacter y su importancia clinica. Adaptado de Kaakoush y

colaboradores(4).

C. coli

Patdgeno establecido en gastroenteritis; bacteriemia, meningitis y

colecistitis aguda.

C. concisus

Patdégeno emergente asociado con gastroenteritis y EllI* (enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa); con esofagitis de Barrett, en bacteriemiay

absceso cerebral.

C. curvus Encontrado en gastroenteritis, colitis ulcerosa, esofagitis de Barrett,
sangre, higado y absceso bronquial.
C. fetus Asociado a bacteriemia, gastroenteritis, absceso cerebral, aspirado de

absceso epidural, LCR®, celulitis, endocarditis, aneurisma micético de la

aorta abdominal y peritonitis.

C. gracilis

Potencial patdégeno periodontal, asociado a Ell?, infeccién de cabezay

cuello y absceso cerebral.

C. hominis

Encontrado en sangre y Ell? (posiblemente se trate de un comensal

intestinal).

C. helveticus

Gastroenteritis

C. hyointestinalis

Gastroenteritis y bacteriemia.

C. insulaenigrae

Gastroenteritis y bacteriemia.

C. jejuni

Patdgeno establecido en gastroenteritis y posible agente predisponente en
Ell?, sindrome de intestino irritable postinfeccioso y enfermedad celiaca. La
infeccion puede dar lugar a secuelas como el sindrome de Guillain-Barré, el
sindrome de Miller Fisher, paralisis de Bell y artritis reactiva. Encontrado
en bacteriemia, miocarditis, meningitis, colecistitis aguda, ITUy cuadro

febril agudo asociado a lecuopenia o trombocitopenia.

C. lari

Gastroenteritis y bacteriemia.

C. mucosalis

Gastroenteritis.

C. rectus

Potencial patdgeno periodontal, gastroenteritis, Ell?, absceso vertebral,

15



bacteriemia e infeccidn necrotizante de partes blandas.

C. showae Ell?, absceso intraorbitario y sangre.
C. sputorum Gastroenteritis, absceso axilar y bacteriemia.
C. upsaliensis Patégeno emergente en gastroenteritis; también encontrado en absceso

de mama, bacteriemia y placenta.

C. ureolyticus Gastroenteritis y Ell?; también encontrado en abscesos orales, perianales y
de partes blandas, infecciones dseas y ulceras o lesiones gangrenosas de
las extremidades inferiores.

2 Ell: Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

® LCR: Liquido cefalorraquideo.

CITU: Infeccién del Tracto Urinario.

La mayoria de estas especies tienen condiciones de crecimiento diferentes a las de C. jejuni y
C. coli. En el caso de C. concisus se ha encontrado con igual frecuencia que C. jejuniy C. coli en
heces de casos de diarrea humana, y podria ser una posible explicacién de un porcentaje de

casos de diarrea sin diagndstico etioldgico (5).

Las células de Campylobacter se multiplican mas lentamente que el resto de microbiota
intestinal habitual, por lo que su aislamiento requiere de medios selectivos. Las técnicas
habituales utilizan medios selectivos basados en sangre con antibidticos. Los mds comunes son
el medio de Skirrow, el medio de Butzler y el medio Campy-BAP, asi como sus modificaciones.
Los dos ultimos contienen cefalotina, la cual inhibe C. fetus y otras muchas especies pero

mejora el aislamiento de C. jejuni y C. coli.

Un método mas robusto, el protocolo de Cape Town (4), requiere de la filtraciéon y
homogeinizacidn de las muestras clinicas a través de filtros de 0.45- a 0.65-um por los que
pasan las células de Campylobacter, pudiéndose usar de esta manera medios libres de
antibidticos. El uso de filtros, medios no selectivos y enriquecidos como el agar chocolate y una
temperatura de incubacion de 379C permitiria el aislamiento de C. jejuni y de las otras especies
menos habituales. Este método se ha utilizado con éxito en el aislamiento de una gama de

especies de Campylobacter de muestras fecales, biopsias intestinales y saliva (1,4,6).

Habitualmente no se usan los medios de enriquecimiento debido a la alta carga bacteriana

excretada en las heces de una persona enferma, del orden de 10° — 10° unidades formadoras
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de colonia por gramo de heces (1). No obstante, el enriquecimiento de biopsias intestinales
homogeneizadas en el medio de Ham F-12 suplementado con vancomicina, seguido de
incubacién a 372C durante dos dias junto con el protocolo de Cape Town, ha sido eficaz en el
aislamiento de una serie de especies de Campylobacter de pacientes con gastroenteritis

cronicay Ell (4).

Las colonias generalmente se observan entre 24 y 48 horas tras la inoculacidn. Ocasionalmente
se necesitan de 72 a 96 horas de incubacién, sobre todo para las especies menos frecuentes.
Las bacterias de cultivos jovenes tienen el tipico aspecto vibrioide, pero las células de cultivos
viejos forman cuerpos esféricos o cocoides, consideradas como un estado degenerado mas

que como una forma durmiente del microorganismo (1,3).

En agar sangre, asi como en el medio Skirrow las colonias Campylobacter pueden mostrar dos
tipos morfolégicos (figura 1). En el primero, las colonias presentan mas de 1 mm. de didmetro,
tendiendo a adquirir un aspecto de huso, cuyo eje mayor se orienta en el sentido de la
siembra, que incluso puede hacer que en las zonas de cultivo mas densas de la placa las
colonias tiendan a tocarse unas a otras. Este morfotipo se debe al movimiento activo de este
agente; por lo cual, en un medio fresco las bacterias nadan alejandose del centro de la colonia
lo que hace que éstas tengan ese aspecto que algunos autores describen como gotas de agua o
aceite. El segundo morfotipo se caracteriza colonias convexas e incoloras de aproximadamente

1mm de didmetro (3).

Figura 1. Morfotipos caracteristicos del género Campylobacter.
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Identificacion

R/

+ ldentificacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas permiten diferenciar las especies de Campylobacter de otros géneros
relacionados y la identificacién a nivel de especie. Lastovica y colaboradores (6) consideran
como pruebas necesarias para ésta, el crecimiento con o sin suplementacién de H,,
crecimiento en agar McConkey, el indoxil acetato, hipurato, aril sulfatasa y produccién de H.S.
Ademas, la deteccién de la actividad L- alanina aminopeptidasa se puede usar para diferenciar
entre Campylobacter, Helicobacter y Arcobacter asi como otras bacterias gram-negativas.

La Unica prueba bioquimica que permite distinguir C. jejuni de C. coli, las dos especies de
mayor relevancia clinica, es la hidrdlisis del hipurato, siendo positiva en C. jejuni y negativa en
C. coli, aunque también existen cepas de C. jejuni con hidrdlisis negativa. (4). En la tabla 2
podemos ver las caracteristicas diferenciales entre las especies de Campylobacter mas

frecuentemente asociadas a patogenicidad en humanos y otras especies relacionadas.

Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de Campylobacter y especies relacionadas. Adaptado de

Mandell y colaboradores(1).

Produccion H;S | Hidrslisis | Sensibilidad (Disco 30 ug) | Reduccién
Reduccién

acidos

d z
nitrato Papel de - Acido
Vel hipurato Cefalotina

acetato

grasos C-19

25eC  37°C nalidixico

C. jejuni - + + + - + +2 R S +

- + + + \Y + - R S +

- + + + - + - R R +

C. fetus subsp. + + Vv + - Vv - S R -
Fetus

Vv + Vv + + + - S R +

Helicobacter - + - + - + - S S -
cinaedi

H. fennelliae - + - - - + - S S =

# Aproximadamente 5% - 10% de las cepas de C. jejuni son hipurato negativas.
b Catalasa negativa o débil
¢ Ocasionalmente no crecen a 422C

V: variable (algunas cepas presentan la caracteristica), R: resistente, S: sensible
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% Identificacion molecular

Los genes del ARNr 16S se han usado ampliamente en la deteccidn e identificacion rapida de
muchas bacterias, incluyendo las especies de Campylobacter. Sin embargo, debido a la
similitud de las secuencias, esta técnica no se puede usar para diferenciar especies
estrechamente relacionadas como C. jejuni y C. coli. Los genes que codifican para el ARNr 23S
y el espaciador transcrito interno (ITS), localizado entre los genes del ARNr 23S y 16S, también

se han usado para diferenciar especies de Campylobacter.

Ademads existen numerosos ensayos de PCR con diferentes genes diana (gen de la
aspartoquinasa, cadF, ceuE, gen de la hipuricasa, glyA, etc.), que permiten identificar las dos

especies mas frecuentes de Campylobacter (7).

Existen también varios enzimoinmunoensayos disponibles para la deteccidn de C. jejuni y C.
coli en muestras clinicas que parecen haber demostrado una sensibilidad superior al cultivo.
Asimismo podemos encontrar técnicas de PCR en tiempo real capaces de detectar varias

especies a la vez, como C. jejuni, C. coliy C. lari.

La secuenciacidn gendmica se ha convertido en algo rutinario en laboratorios de investigacién
y probablemente en el futuro serd también una practica comun en los laboratorios clinicos (4).
Otra técnica molecular recientemente aplicada a la identificacion de estas especies es la
espectrometria de masas o MALDI-TOF (Matrix associated laser desorption ionization time of
flight) (8,9), la cual destaca en rapidez y coste. Utilizando colonias de microorganismos sélo se
necesitan escasos minutos para obtener una identificacion precisa, asi como detectar

resistencias antibidticas y las toxinas producidas (10).

Importancia clinica

*

+* Manifestaciones gastrointestinales

Gastroenteritis

C. jejuni y C. coli son causantes de diarrea en humanos. Las manifestaciones clinicas de las

infecciones por todas las especies de Campylobacter que causan enfermedad entérica parecen
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ser idénticas, siendo el prototipo la producida por C. jejuni. La enteritis aguda es la

presentacion mas frecuente.

Suele haber un periodo prodrémico con fiebre, cefalea, mialgia y decaimiento de 12 a 24 horas
antes del comienzo de los sintomas intestinales. Los pacientes infectados pueden presentar
desde heces sueltas a una gran diarrea acuosa o sanguinolenta; pudiendo presentar cualquier
paciente todo el espectro, fiebre, pérdida de peso y calambres abdominales que duran, de

media, 6 dias, aunque pueden variar de un dia a mas de una semana. (1,4).

Los sintomas generalmente comienzan a las 24 — 72 horas tras la ingestién de alimentos
contaminados, aunque puede tardar mas si la dosis infectiva ha sido baja. EIl momento algido
puede durar de 24 a 48 horas, incluyendo dolor abdominal similar a una apendicitis y mas de

10 movimientos intestinales.

Generalmente se trata de un cuadro autolimitado con una resolucién gradual de los sintomas a
lo largo de los dias. En un 10%-20% de los casos que requieren atencién médica la enfermedad
dura mds de una semana vy la recaida se observa en un 5%-10% de los pacientes que no reciben

tratamiento.

En las heces se pueden observar leucocitos polimorfonucleares (PMN) Y sangre (macro o

microscopica); asi como una colitis inflamatoria difusa en las biopsias de colon (1,4).

Aungque la infeccién puede ocurrir a cualquier edad, es mas frecuente en los nifios pequefios
de 1 a 4 afios, asi como en los adultos jovenes (de 15 a 24 aios). En el trabajo realizado por
Besséde y colaboradores (11) donde comparan las caracteristicas de los pacientes infectados
por tres especies de Campylobacter, encuentran que hay un mayor riesgo de infectarse por C.
coli en personas ligeramente mayores (34,6 ainos), en comparacion a C. jejuni (27,5 afios), asi
como el haber viajado al extranjero en las dos semanas previas. La infeccidn suele ser mas
comun en los meses de verano y C. coli, aunque es menos prevalente que C. jejuni, puede

suponer hasta el 25% de las gastroenteritis causadas por especies de Campylobacter.

En los casos de gastroenteritis por C. concisus u otras especies emergentes generalmente los
sintomas son mas leves, probablemente correlacionandose con unos niveles fecales de

calprotectina mas bajos que los encontrados en los casos de infeccion por C. jejuni o C. coli.
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Otras manifestaciones gastrointestinales

En la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) como la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa, la interrelacién entre la microbiota intestinal, la inmunidad del hospedador y otros
factores genéticos y ambientales son clave para la etiologia multifactorial de la Ell. El impacto
de patdgenos incluyendo Campylobacter en la Ell sigue actualmente en debate (12). Varios
estudios recientes han encontrado una relacidn entre varias especies de Campylobacter,
principalmente C. jejuniy C. concisus, y estas patologias (13—17). Un reciente metaanalisis que
incluye a 80.000 individuos revelé que la infeccidon por C. concisus o C. showae , comensales de

la cavidad oral, incrementa el riesgo de desarrollo de Ell (12).

Las dos alteraciones mas importantes de la funcién gastrointestinal son el sindrome del
intestino irritable y la dispepsia funcional, que son formas post-infecciosas que se desarrollan
de novo a pesar del aclaramiento del agente causal, y el mecanismo por el que se produce es
desconocido (4,12). Seglin un reciente metaanalisis (18) el 8,64% de los pacientes infectados
por Campylobacter sufrian alteraciones gastrointestinales post-infecciosas en estudios

prospectivos.

Otras manifestaciones gastrointestinales en que se estd encontrando relacidn con ciertas
especies de Campylobacter son el reflujo gastroesofagico, la esofagitis de Barrett (4,19,20), la
gingivitis crénica, periodontitis y otras enfermedades de la cavidad bucal (4,21) asi como una
posible relacion aun en estudio entre el cancer colorrectal y determinados perfiles bacterianos

de la microbiota fecal entre los que se incluye Campylobacter (4,22,23).

+* Manifestaciones extraintestinales

La_bacteriemia y la septicemia_son las manifestaciones extraintestinales mdas frecuentes,
asociados con C. jejuni, C. coli y C. fetus, y que a menudo estan infradiagnosticadas (4). La
incidencia de bacteriemia por Campylobacter en relacion a la incidencia de enteritis es del
0,1% al 1% (24). La mayoria de los casos se dan en pacientes de edad avanzada o
inmunodeprimidos con una o mas patologias subyacentes, incluyendo cirrosis hepatica y otras
enfermedades hepaticas, neoplasias o infeccidn por VIH. Entre estos pacientes, la mortalidad a

los 30 dias es del 10 al 15% (4,25,26).
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Otras manifestaciones extraintestinales incluyen meningitis y complicaciones cardiovasculares
como son la endocarditis, miocarditis, pericarditis y miopericarditis, asi como complicaciones
reproductivas con distintas especies de Campylobacter implicadas hasta la fecha (4). Otros
sindromes relacionados principalmente con C. jejuni son el sindrome de Guillain — Barré (SGB),

el sindrome de Miller-Fisher y la artritis reactiva (4,12,18,27-32).

Tipificacion molecular

Los principales usos de la epidemiologia molecular son la detecciéon de brotes asi como la
confirmacién de las posibles fuentes de los casos de campilobacteriosis humana (7). En la
década de 1980 se desarrollaron dos métodos seroldgicos de tipificacion que en la actualidad
ya no se utilizan debido a su bajo poder de discriminacién. Los esquemas de tipificacion

basados en plasmidos no han resultado utiles en Campylobacter.

En la actualidad se emplean los métodos basados en PCR como amplificacidon de secuencias
repetitivas (REP — PCR), amplificacidn de nimero variable de repeticiones en tdndem (VNTR), y
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién del gen flaA (flaA-RFLP). Aunque
algunos son de bajo coste, tienen un escaso poder de discriminacidn, no estan automatizados
y algunos de ellos no estan estandarizados, lo que limita la reproducibilidad de la técnica

(7,33).

La electroforesis de campo pulsante (ECP) se ha convertido en una importante herramienta de
tipificacion de los sistemas de vigilancia a nivel mundial. En este método todo el genoma de un
organismo es cortado por enzimas de restriccion de baja frecuencia, y los fragmentos
generados se separan segln tamafio. Lo que distingue a esta técnica de otras basadas también
en la electroforesis es la separacién de fragmentos grandes, lo cual se consigue por cambios
bruscos del campo eléctrico, de forma que las moléculas de ADN sufren reorientaciones antes
de que puedan moverse a través del gel. Esta técnica puede separar moléculas de hasta 12
Mb, y se ha convertido en un método muy importante para tipificar patégenos alimentarios,

en especial C. jejuniy C. coli (7).

El método de ECP es valido para establecer relaciones clonales entre cepas a corto plazo y

existen varios protocolos estandarizados, siendo utilizados por PulseNet. La gran variabilidad
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en los perfiles de ECP de C. jejuni y C. coli hace que no se pueda utilizar en estudios a largo

plazo.

Para estudios epidemiolégicos a largo plazo se ha usado con éxito el MLST o tipificacidon
multilocus de secuencias, basado en la amplificacién y secuenciacién de varios genes (genes
conservados) distribuidos a lo largo del genoma. A cada secuencia Unica se le asignha un
numero de alelo y la combinacién de todos esos alelos se le denomina secuenciotipo (ST). Las
cepas que tienen cuatro o mas alelos iguales en comparacién al genotipo central se asignan al
mismo complejo clonal o linaje. La principal ventaja es que la informacidn obtenida en los
diferentes laboratorios se puede comparar facilmente. Sin embargo, existen varios
inconvenientes. Uno de ellos es que, dada la gran variabilidad genética de este
microorganismo, los genotipos mas infrecuentes no amplifican con los cebadores habituales;
otro inconveniente es que, a menudo, esta técnica no es suficientemente discriminatoria en
los estudios a corto plazo, como las investigaciones de brotes. Se ha desarrollado una
modificacion de esta técnica conocida como MLST extendida (eMLST) que incorpora las
regiones cortas variables (SVR) de los genes flaA y flaB y del gen porA, mejorando asi el poder

de discriminacion.

En los ultimos afos se han puesto a punto métodos de secuenciacion masiva (WGS) a bajo
coste, lo que ha supuesto un cambio en la forma de tipificacion de los patégenos alimentarios.
De hecho, para bacterias con genoma pequeiio como Campylobacter, la WGS es comparable
en precio a un MLST tradicional. Del WGS podemos obtener mucha mas informacién, también
para la tipificacion, como variaciones de la técnica del MLST (Rmlst, cgMLST, wgMLST),
determinacién de polimorfismos de un solo nucledtido o diferencias en la presencia de genes

accesorios (34-40).

El estudio de cientos de cepas requiere un método rdpido, automatizable y barato como es la
comparaciéon de la huella gendmica (CGF), basado en la identificacién de 40 genes de
Campylobacter mediante PCR multiple. A diferencia del ECP y de los métodos de
secuenciacién, CGF no necesita un equipamiento especializado. Presenta un poder

discriminatorio comparable a las técnicas de MLST extendidos (41,42).

La seleccidon del método mas apropiado dependerd de una serie de factores, incluyendo el

numero de cepas a analizar, el propdsito del estudio (epidemiologia de un intervalo corto o de

23



un intervalo largo), la necesidad de comparar los resultados con bases de datos publicas y, por
supuesto, la disponibilidad de los recursos para realizarlas. WGS es la técnica que mas
informacién da en la tipificacion de Campylobacter y la informacién generada se puede

comparar facilmente tanto en estudios epidemioldgicos a largo o a corto plazo (7).

Mecanismos de resistencia antibidtica de Campylobacter

@,

% Quinolonas

El amplio espectro de accién de estos antibiodticos frente a microorganismos gram-negativos y
gram-positivos ha determinado su uso masivo en todo el mundo, aunque actualmente se
intenta reservar su utilizacion como segunda linea, cuando otros antibidticos de menor

espectro han fallado, con el objetivo de salvaguardar su eficacia (43).

Las topoisomerasas de clase Il (ADN girasa y topoisomerasa |V) son los enzimas diana de las
qguinolonas. Estos antibidticos se unen al enzima cuando éste se ha unido al ADN vy, por dos
vias diferentes, provocan la fragmentaciéon del ADN cromosdmico y finalmente la muerte
celular (44). Asimismo inducen la respuesta SOS, que, en E. coli, resulta en una regulacién al
alza de varios genes de respuesta al estrés que aumentan la capacidad de reparacién del ADN,

formandose células filamentosas debido a la inhibicion de la division celular (45).

La resistencia se produce principalmente por sustituciones de aminodacidos en la regién QRDR
(Regidon Determinante de Resistencia a Quinolonas), la cual se localiza en el dominio de unién
al ADN de estos enzimas. En Campylobacter solo encontramos la ADN girasa, y las mutaciones

se encuentran en la subunidad GyrA.

La mutacion mas frecuentemente encontrada es la C257T del gen gyrA, que lleva a la
sustitucion aminoacidica Thr86lle, y que confiere alto nivel de resistencia (46,47). Se han
encontrado otras mutaciones puntuales con sus consecuentes sustituciones aminoacidicas:
Asp90Asn, Thr86Lys, Thr86Val, Asp90Tyr Pro104Ser y Thr86Ala, esta ultima confiriendo alto
nivel de resistencia a acido nalidixico pero de bajo nivel a ciprofloxacino (46,48,49). Asimismo
se han informado mutaciones dobles del gen gyrA combinando Thr86lle con Asp85Tyr, con

Asp90Asn o con Pro104Ser(48).

Por tanto, en C. jejuniy C. coli, |la ausencia de una diana secundaria (topoisomerasa IV) para las
fluorquinolonas determina que una Unica modificacidn de la subunidad GyrA de la ADN girasa

sea suficiente para producir un fenotipo de resistencia a estos antimicrobianos (46,47).
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Por otro lado, la bomba de eflujo multifdrmaco CmeABC se ha descrito como el principal
mecanismo de eflujo causante de resistencia a antimicrobianos, incluidos las fluorquinolonas y
los macrdlidos (50,51). Esta bomba esta codificada por un operén de 3 genes, cmeA, cmeB y
cmeC; los cuales codifican para una proteina periplasmica de fusién, un transportador en la
membrana interna y una proteina externa respectivamente (50). Principalmente este sistema
estd regulado por CmeR vy, secundariamente, por CosR; los cuales se unen a la regién
promotora del operén cmeABC funcionando como represores de la transcripcidon (52,53). Es el
principal sistema de eflujo existente en Campylobacter y se ha asociado a resistencia a
fluorquinolonas en asociacién con las mutaciones en el gen gyrA. CmeABC es importante
tanto para la resistencia intrinseca como adquirida a los antibiéticos; sin embargo, la
sobreexpresidon de esta bomba sdélo confiere un incremento modesto de las CMI de los

antibidticos en relacion a la expresién basal de dicha bomba (53,54).

Recientemente se ha descubierto una variante de esta bomba de expulsién conocida como RE
— cmeABC (Resistance—enhancing cmeABC) (55), la cual es muy eficiente en la expulsion de
diversos antibidticos, principalmente florfenicol y fluorquinolonas, y promueve la aparicién de
mutantes resistentes. Ademads se transfiere de forma horizontal y se ha detectado un aumento
en la prevalencia de esta bomba en C. jejuni, sugiriendo una posible ventaja o mejora en la
eficacia bioldgica bajo presidon antibidtica. Tipicamente, las cepas con mutaciones en gyrA
tienen un rango de CMI de 4 a 32 pg/ml. Estos autores afirman que CMI extremadamente altas
(2256 pg/ml) son debidas a la accidn sinérgica entre las mutaciones en gyrA y la variante RE—

cmeABC.
% Macrélidos

Los macrélidos inhiben la sintesis proteica uniéndose a la unidad 50S del ribosoma de la
bacteria. Los nucledtidos en las posiciones 2058 y 2059 son la clave de unién de los macrdlidos
(46). Esta unidn da lugar a un cambio conformacional en el ribosoma que termina la

elongacidn del péptido en curso (56).

Campylobacter posee tres copias en su cromosoma del gen ARNr23S. Las sustituciones en las
posiciones 2074 y 2075 del residuo de adenina son las principales mutaciones que confieren
resistencia a eritromicina. Las mutaciones A2074C, A2074G y A2075G confieren alto nivel de
resistencia a macrélidos (CMI de eritromicina > 128 pug/ml) en C. jejuni y C. coli. La resistencia a
eritromicina suele dar resistencia cruzada con otros macrélidos como azitromicina vy

claritromicina asi como con otros antibidticos relacionados como las lincosamidas
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(clindamicina) y los grupos de estreptograminas (46,57). Generalmente las tres copias del gen
estdn mutadas, aunque algunas cepas con CMI mias bajas pueden presentar dos copias

mutadas, sugiriendo un efecto de dosis (58).

La resistencia puede estar causada también por modificaciones en las proteinas ribosomales L4
y L22, que posiblemente se asocien a resistencia de nivel bajo o intermedio (57). Sin embargo,
el papel exacto de las modificaciones en L4 y L22 (mutaciones, inserciones y delecciones) no

esta del todo claro (46).

Recientemente se ha descrito la presencia del gen ermB como causa de resistencia de alto
nivel a macrélidos. La primera cepa en la que se encontré fue un C. coli de un cerdo en China
en 2014 (59). El enzima dimetila una Unica adenina en ARNr23S, provocando una menor union

de los macrélidos (60).

Los estudios posteriores han encontrado que la mayoria de las cepas que contienen este gen lo
expresan de forma constitutiva, y que casi siempre se debe a una deleccién en la region
reguladora del mismo. Otras cepas, sin embargo, son inicialmente sensibles, pero tras una
preincubacidn con eritromicina o clindamicina, estas cepas presentaban CMI tan altas como
aquellas con expresién constitutiva. Posiblemente los genes con el represor mutado sean el
resultado de una exposicidn reiterada a macrdlidos, siendo su uso en animales de produccion

una causa muy probable (61).

El gen se encuentra en una MDRGI (Isla Gendmica de Multirresistencia) cromosdmica, con
multiples ORFs (Fragmentos Abiertos de Lectura) de los cuales una buena proporcién
corresponden a determinantes de resistencia a antibidticos (59). El gen ermB asociado a la
MDRGI presentd un 100% de similitud al de bacterias gram — positivas como Streptococcus

suis, Enterococcus faecium y Lactobacillus plantarum (62).

Posteriormente se han descrito otros casos de cepas con estos genes (63—-65), las cuales
presentan, en su mayoria, altos niveles de resistencia a macrdlidos, con CMI superiores a 512

pg/ml y cepas con mutaciones en el ARNr23S ademas del gen ermB (62,65).

La detecciéon de este gen, sin embargo, es rara fuera de China, habiéndose detectado
adicionalmente en Espana (63) y en Estados Unidos, con un solo caso durante el afio de
estudio y procedente de un viaje a Malasia (66). La aparicion del gen ermB en Campylobacter

podria deberse al gran consumo de antibidticos en China en relacidn a otros paises (67).
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Con respecto a la bomba de expulsion CmeABC, se han encontrado cepas con bajo nivel de
resistencia (CMI 8 — 16 pg/ml)que no presentaron mutaciones en el gen ARNr23S, siendo esta
bomba la responsable de dicha resistencia. Esta bomba actlia de forma sinérgica junto a las
mutaciones en el gen diana, de forma que en cepas con alto nivel de resistencia (CMI > 128
pg/ml), la inhibicién de la bomba supuso un descenso de 4 a 8 veces el valor de CMI (46,58). La
aparicion y aumento en la incidencia de cepas con RE-CmeABC, descrito en el apartado

anterior, es preocupante y parece ser que es mas frecuente en C. jejuni que en C. coli (62).

Tasas de resistencias antibioticas en cepas animales y procedentes de

alimentos

Un reciente estudio europeo (68) ha monitorizado las resistencias a antibidticos de interés
clinico en bacterias procedentes de animales destinados a alimentacion humana (pollos,
ganado vacuno y cerdos) causantes de patologia humana como C. jejuni, C. coli y Salmonella
spp; asi como en bacterias comensales como Escherichia coli, Enterococcus faecium y E.
faecalis, en el periodo 2003 - 2005. En nuestro pais los niveles de resistencia a acido nalidixico
y a ciprofloxacino de C. coli, son del 93,1% y 89,7% respectivamente en pollos y del 92,7% para
ambos antibidticos en cerdos. En cuanto a eritromicina, hay un 62,5% de cepas resistentes
provenientes de cerdos y un 24,1% de cepas resistentes provenientes de pollos. Aunque en
Espafia las cepas de C. coli de cerdos son las que presentan porcentajes mayores de resistencia
a quinolonas, en general en el resto de paises europeos, las cepas de ganado vacuno y de
pollos suelen ser mas resistentes; ocurriendo lo contrario con eritromicina, donde las cepas
porcinas son mas resistentes. No hay datos en nuestro pais de C. coli en vacas. En el trabajo de
Wagner y colaboradores (69), las tasas de resistencia a ciprofloxacino en cepas humanas son
muy similares a las que han obtenido en cepas de pollos de la misma temporada en cuatro
mataderos. No ocurre lo mismo, por ejemplo, en el estudio realizado en Suiza (70) por Kittl y
colaboradores en 2008; donde encontraron una mayor proporcién de resistencia a
ciprofloxacino en las cepas clinicas (37,5%) que en las de pollos (18,9%); dando como posible

explicacion los viajes al extranjero como una fuente de las cepas clinicas resistentes.

Los niveles de resistencia a gentamicina en las cepas de animales son muy bajas, aunque
Espafia presenta los niveles mas altos, con un 16,7% de resistencia de las cepas porcinas y un
6,9% en las de pollos. En cuanto a tetraciclina, los porcentajes de resistencia son muy altos,
destacando los de Espafia y Francia. En cerdos, el 100% de las cepas espafiolas fueron

resistentes, asi como el 93,1% de las cepas de pollos. En este trabajo concluyen que
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generalmente, los antimicrobianos mas usados y mds antiguos son aquellos donde se
encuentran mas resistencias, como son las tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas y
macrdlidos; y que las resistencias son inferiores en aquellos antibidticos mas recientes y con
menor uso como las fluorquinolonas y las nuevas cefalosporinas. No obstante, también inciden
en las diferencias entre unos paises y otros, y Espana es, claramente, un pais donde las

resistencias alcanzan los valores mas altos.

En el afio 2014, la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) publicé un informe (71)
de las resistencias en bacterias zoondticas y comensales en humanos, animales y productos
alimenticios de cepas recogidas en 2012 en paises comunitarios y extracomunitarios de la

Comunidad Econdmica Europea.

En el caso de los pollos, los niveles de resistencia en C. coli fueron extremadamente altos para
acido nalidixico (75,7%), ciprofloxacino (78,4%) y tetraciclina (73,1%). La resistencia a
eritromicina y gentamicina fue moderada (11,2%) y baja (4,1%) respectivamente. Los datos
recogidos referentes a Espafia indican ademas que tenemos las resistencias mas altas en todos
los antimicrobianos analizados; siendo dichas tasas las siguientes: ciprofloxacino, 96,3% y acido

nalidixico 90,7%; tetraciclinas, 98,1%, eritromicina, 22,2% y gentamicina, 16,7%.

Analizando también las tendencias en la resistencia a los antimicrobianos, en este estudio se
recoge que en Espafia se ha observado un aumento significativo en las resistencias a
quinolonas, eritromicina, gentamicina y tetraciclinas a lo largo del periodo 2006-2012. De
hecho, se han observado tasas de mds del 40% de resistencia a eritromicina en algin punto de
este periodo y es el Unico pais (de los que han presentado sus datos), donde la resistencia a

gentamicina supera el 10%.

En nuestro pais, un 55,6% de las cepas fueron multirresistentes, asi como un 22,2% fueron
corresistentes a ciprofloxacino y eritromicina. De los cuatro paises con los que se pudieron
obtener estos datos, Espafia y Suiza fueron los que tuvieron las mayores tasas de resistencia y

en Espafia solo el 1,9% de las cepas fueron sensibles a todos los grupos de antimicrobianos.

En el caso de la carne de pollo también fueron extremadamente altos los niveles de resistencia
a quinolonas (82,7% a ciprofloxacino, 81,0% a dacido nalidixico), muy altos a tetraciclinas

(57,3%); moderados a eritromicina (16,5%) y bajos a gentamicina (1,7%).

En el caso del ganado porcino, los niveles de resistencia fueron de muy altos a

extremadamente altos para ciprofloxacino, acido nalidixico y tetraciclinas, siendo los valores
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de 32,0%, 31,6% y 76,8% respectivamente. La resistencia fue alta para eritromicina (23,9%) y
baja para gentamicina (2,9%). Las cepas procedentes de Espafia superan las tasas de
resistencia generales; obteniéndose niveles cercanos al 100% para dcido nalidixico,
ciprofloxacino y tetraciclinas; un 79,5% de cepas resistentes a eritromicina y un 17,8% de
resistencia a gentamicina. Al analizar las tendencias de este periodo de tiempo (2006 — 2012);
en Espafia se produce un aumento significativo tanto para quinolonas como para eritromicina

y gentamicina.

La multirresistencia en este caso varié de manera espectacular segun los paises, desde un 3,9%
hasta un 97,3% (Espafia), asi como la co-resistencia, que fue baja en algunos paises (2,9% -
9,4%) y extremadamente alta en uno de ellos (76,7%), siendo de nuevo Espafa el pais

afectado.

En el estudio realizado en una granja de pollos en Cérdoba en 2015 (72), analizaron las
resistencias antibidticas de las cepas de los productos cdrnicos. Encontraron un 100% de cepas
resistentes a tetraciclinas en C. jejuni y un 100% de cepas resistentes a ciprofloxacino en C. coli.
Siguiendo con C. coli, presentaron unas tasas muy altas de resistencia a eritromicina, con el
73,3% de cepas resistentes, porcentaje mucho mas alto que en el caso de C. jejuni (10%); asi
como a tetraciclina, con un 96,7%. Para gentamicina, obtuvieron un 16,7% de resistencia, y
similar a lo detectado en C. jejuni (13,3%). Llama la atencién el alto porcentaje de resistencia a
eritromicina de C. coli; porque, volviendo a recurrir al informe de la EFSA de 2014, aunque no
habia datos de Espafia de carne de pollo, si los habia de cepas de pollos y la resistencia a
eritromicina era del 22,2%. Las altisimas tasas de resistencia a ciprofloxacino y tetraciclina que
se encuentran en este estudio, con respecto a otros paises de Europa, pueden deberse, segln
los autores, a una alta tasa de infecciones aviares por E. coli y Mycoplasma gallisepticum en
esta zona que hacen necesario el uso de antibiéticos durante el periodo de cria. Ademas,
comentan que el 83,3% de las cepas de C. coli fueron multirresistentes, con el criterio de

resistencia a 3 6 mas antibidticos.

Uso veterinario de antimicrobianos

Los niveles de resistencia antibidtica estan muy relacionados con el uso veterinario de los
antibidticos como promotores del crecimiento (aunque este uso fue prohibido a nivel europeo
en 2006) y profilaxis de infecciones, donde se suelen usar a dosis subterapéuticas; asi como a
dosis terapéuticas en caso de tratamiento de infecciones. El ESVAC (European Surveillance of

Veterinary Antimicrobial Consumption) es un proyecto puesto en marcha en 2009 por la
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Agencia Europea de Medicamentos (EMA) a peticidon de la Comision Europea para recoger y
evaluar de datos sobre venta y consumo de antimicrobianos en los diferentes paises, en el que
participa Espafia desde 2011. La Agencia Europea de Medicamentos publicé en octubre de
2016 (73) el ultimo informe ESVAC, que recoge los datos de 2014. El informe se centra en los
animales de produccién: bovino, porcino, aves, ovino, caprino, peces y caballos; aunque
también muestra datos del consumo de antimicrobianos en comprimidos, utilizados en los
animales de compafiia. Podemos comprobar en el mismo una gran diferencia entre los 3,1
mg/PCU (mg/Unidad de Correcién de la Poblacidn) consumidos en Noruega y los 418,18

mg/PCU consumidos en Espafia.

Segun el estudio, los antimicrobianos mas consumidos en 2014 en el conjunto de los 29 paises
participantes fueron tetraciclinas (33,4%), penicilinas (25,5%) y sulfonamidas (11,0%). En
relacién con los agentes antimicrobianos de “importancia critica” para los seres humanos
segln la OMS, las ventas en animales de producciéon fueron cefalosporinas de 32 y 42
generacién (0,2%), fluoroquinolonas (1.9 %) y macrélidos (7,5%). Las ventas de polimixinas
supusieron el 6,6% del total de ventas, representando la colistina mas del 99% de las ventas
de las polimixinas. En la figura 2 podemos ver de forma representativa el consumo de las
diferentes clases de antibidticos de uso veterinario para animales de produccién en 29 paises

europeos, incluido Espafia.

Figura 2. Ventas de antimicrobianos para animales de consumo en 29 paises Europeos en

2014(73).
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Aunque existen factores que pueden influenciar el consumo de antimicrobianos, como la
composicion del ganado, los sistemas de produccién, la variabilidad en las dosis y
formulaciones asi como la duraciéon de los tratamientos, estos solo pueden justificar

parcialmente las diferencias de consumo observadas entre paises.

Con respecto a las fluorquinolonas en Espafa, sdlo supusieron un 2,9% del total de
antimicrobianos consumidos; y, en general, no son uno de los grupos de mayor consumo. Sin
embargo, como podemos ver en un estudio reciente que evalua la relacién entre el consumo
de antibidticos en veterinaria y las tasas de resistencia en E.coli en la Unién Europea (74),
indica que, aunque para la mayoria de las clases de antibidticos existe una correlaciéon con
forma de curva asintdtica en la que, a partir de un determinado nivel de uso del antibiético,
no se genera un aumento en el porcentaje de resistencia; en el caso de las fluorquinolonas, asi
como de los anfenicoles y cefalosporinas de amplio espectro; la curva obtenida es
exponencial, de forma que pequefios aumentos en el consumo suponen grandes aumentos en

las tasas de resistencia (figura 3).

Figura 3. Relaciéon entre el consumo de antimicrobianos en veterinaria y tasas de resistencia

(74).
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En este estudio ademds, han encontrado una correlacién positiva entre el uso de
antimicrobianos y la aparicién de resistencias para todos los antimicrobianos estudiados; asi
como entre las tasas de resistencia y los niveles de consumo de antimicrobiano en los paises

incluidos (Bélgica, Holanda, Suiza, Austria, Dinamarca, Noruega y Suecia).
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Epidemiologia

La campilobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial que ha aumentado su incidencia
global en la pasada década. El nimero de casos ha aumentado en Norte América, Europa y
Australia. Y, aunque los datos son incompletos, la infeccidon por Campylobacter sigue siendo

endémica en las regiones de Africa, Asia y Oriente Medio (4).

En Europa concretamente, la incidencia de infeccién varia desde 29,9 hasta 13.500 casos por
cada 100.000 habitantes. Esto equivale a 9.2 millones de casos en 2009, comparado con los 6,2

millones de casos de salmonelosis (4).

Existen diferencias sustanciales en la incidencia y el nimero de casos comunicados en diversas
zonas de los mismos paises, lo cual se deba, probablemente, a diferencias en la sensibilidad de
los métodos de deteccidn, drea, poblacién y alcance de los estudios; asi como a diferencias en
los protocolos de biocontrol, sesgos de vigilancia, practicas culinarias y la disponibilidad de los
reservorios naturales de Campylobacter en estas regiones. Ademadas es muy probable que los
casos documentados de infeccién estén infradiagnosticados. Otro factor que también puede
influenciar las diferencias de prevalencia son los niveles de inmunidad en la poblacién. En los
paises en desarrollo donde Campylobacter es endémico, la infeccidn se suele limitar a la
infancia, con tasas decrecientes de enfermedad, sugiriendo que la exposicién en las primeras
etapas de la vida puede dar lugar a una inmunidad protectora y a infecciones y excrecion del
microorganismo asintomadticas, lo cual tiene su impacto en la transmision de las infecciones en
estos paises. La excrecidon asintomatica también se da en los paises desarrollados (4). En la
figura 4 podemos ver un mapa del mundo con ejemplos representativos de la incidencia y

prevalencia de la infeccién por Campylobacter en las diferentes zonas geograficas.
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Figura 4. . Incidencia y prevalencia de campilobacteriosis (4).
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Aunque la mayoria de los casos suelen ser aislados, también se producen brotes de
campilobacteriosis. EIl CDC (Centers for Disease Control and Prevention) define un brote
alimentario como la aparicién de mas casos de lo esperado en un area en particular o entre un
grupo especifico de personas durante un periodo concreto, generalmente con una causa
comun, siendo las fuentes mas comunes la carne de pollo y el agua. Desde 2007, el nimero de
individuos incluidos en brotes publicados de campilobacteriosis varia desde 10 a mas de 100 y
se han correlacionado con el tipo de evento y la fuente ambiental de infeccion (4). La figura 5
gue vemos a continuacion nos permite visualizar graficamente los brotes de
campilobacteriosis en el periodo comprendido entre los afios 2007 y 2013 en distintos paises a

nivel mundial.
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Figura 5. Linea temporal de los brotes de campilobacteriosis (2007 — 2013)(4).
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La adquisicién primaria de las especies de Campylobacter ocurre a menudo en las etapas
tempranas de la vida de los animales y puede dar lugar a morbimortalidad, pero en la mayoria

de los animales colonizados da lugar a un estado de portador de por vida (1).

El amplio reservorio animal es la fuente para la mayoria de los casos de infecciones humanas.
Los productos alimenticios procedentes de los animales colonizados se suelen contaminar con
el contenido intestinal durante el procesamiento en el matadero. Un reciente estudio europeo
(74) de monitorizacién de resistencias a antibidticos de interés clinico en cepas de diversos
géneros procedentes de animales destinados a alimentacién humana (pollos, ganado vacuno y
cerdos) indicé que la NARMS (Sistema Nacional de Monitorizacion de la Resistencia
Antimicrobiana) ha dejado de evaluar los aislamientos de Campylobacter de carne de cerdo al
por menor y de la carne picada debido a que la presencia de C. coli es extremadamente baja y
no se considera una fuente significativa para la campilobacteriosis humana. Otros estudios
europeos parecen haber obtenido similares resultados. De hecho, en la revisidn sistematica
realizada por Domingues y colaboradores (75), los factores de riesgo mas importantes para la

adquisicidon de una infeccion por Campylobacter spp., que encuentran son los viajes, comer
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carne de pollo poco cocinada, la exposicion a través de vias medioambientales (beber agua
contaminada, actividades acuaticas recreativas), contacto directo con animales de granja y
tener una enfermedad crdénica preexistente La carne de cerdo, por su parte, no supone un
factor de riesgo a tener en cuenta. En la figura 6 se esquematizan las vias mas importantes de

infeccion por Campylobacter.

Figura 6. Esquematizacion de las vias de transmision de Campylobacter(2).
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En un estudio realizado en Suiza con cepas de C. jejuni y C. coli de pollo recogidas en el
matadero y en el producto final, asi como procedentes de infeccion humana, Kittl y
colaboradores (76) observan que desde el matadero hasta el producto final se mantienen las
proporciones encontradas de ambas especies, mientras que en las cepas humanas la
proporcién de C. coli disminuye, pudiéndose deber a una diferente capacidad entre ambas

especies para causar infeccion y no a una pérdida de viabilidad en la cadena alimenticia.

Estos autores, ademds, tipifican las cepas de los 3 origenes detectando un solapamiento
importante entre las cepas de los mataderos y las carnes asi como con las cepas humanas en
ambas especies, confirmando la importancia de la carne de pollo como fuente de infeccidon

humana.
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Se han realizado diversos estudios para evaluar la incidencia de esta bacteria a lo largo del
proceso de produccidn, asi como en el producto final. Colles y colaboradores (77)detectaron
que un 72% de cepas eran las mismas antes y después del procesado, indicando que la
principal fuente de contaminacién de los productos para el ser humano son los propios pollos

Vivos.

En un estudio realizado en 2015 (72), se recogieron muestras a lo largo de todo el proceso de
produccidn procedentes de los pollos, las carcasas, los equipos y del agua de escaldado. La
prevalencia general de Campylobacter fue del 68,8% (40.2% de C. coliy 28.5% de C. jejuni) y se
aislé de todas las areas. En otros estudios espafioles y europeos también se detecté en todas
las areas (78,79); sin embargo la mayor prevalencia de una especie frente a la otra variaba
segun el estudio, encontrandose que C. coli fue la mas prevalente en los mataderos de Espaiia,
Italia y Bulgaria (80). En otros estudios determinaron que esto variaba segun el matadero
analizado(80). De esta forma, vemos como C. coli es la especie mas aislada y ademas va
aumentando su prevalencia a medida que avanza la cadena, de forma que casi duplica su
porcentaje con respecto a C. jejuni en el producto final (64,6% vs. 35,4%). La resistencia a las
condiciones ambientales (como las altas temperaturas, el pH o el oxigeno) en el género
Campylobacter varia con la cepa y el genotipo; por lo que el incremento relativo de C. coli

durante el procesado en este estudio espafiol puede estar relacionado con estas diferencias.

En un reciente estudio realizado en China, Wang y colaboradores (81) determinan la
prevalencia y la resistencia antibidtica de cepas de Campylobacter encontradas en granjas de
pollos y cerdos asi como mataderos durante el periodo 2008 — 2014. El dato a destacar de este
estudio es el cambio en el predominio de las especies en las muestras de pollos, de forma que
C. jejuni pasa de un 75,6% de los aislamientos en 2008 a un 29,9% del total en 2014. De forma
contraria, C. coli pasé de un 19,3% en el afio 2008 a un 70,1% en 2014. Es decir, C. coli se ha

convertido en la especie dominante en los afios mas recientes.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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JUSTIFICACION

La campilobacteriosis es una causa fundamental de gastroenteritis con una alta incidencia en
todo el mundo. Aunque en la mayoria de los casos el tratamiento antibidtico no es necesario,
en las edades extremas de la vida, pacientes inmunodeprimidos o con un proceso grave o de

larga duracidn, este tratamiento estd indicado, asi como en las bacteriemias por C.coli.

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un tema actual de gran preocupacién por el
abuso y utilizacién inapropiados de los mismos tanto en salud humana como veterinaria. Los
datos de resistencias en C. coli son dispares segun la localizacion geografica que se esté
considerando y el aumento de las mismas suponen un problema de salud publica dada la
elevada prevalencia de gastroenteritis por este microorganismo y las posibles complicaciones

que de él pueden derivarse.

Aunque segun la bibliografia disponible la mayoria de los casos se produzcan de forma
esporadica, es interesante investigar mas profundamente las infecciones de nuestro medio
con objeto de averiguar si existen conexiones o no entre casos y a lo largo del tiempo que nos
pudiera orientar a origenes comunes de las infecciones por este microorganismo en nuestro

medio.

Por todo ello, en el presente trabajo planteamos la consecucidn de los siguientes objetivos:

OBJETIVOS

1. Determinar la distribucion demografica de las infecciones por C. coli en nuestro medio,
con respecto a la edad y el sexo, asi como establecer las caracteristicas vy
sintomatologia de los pacientes afectados por el mismo que requieren de ingreso
hospitalario.

2. Determinar la sensibilidad de las cepas aisladas de C. coli a los antibiéticos de eleccién
para su tratamiento.

3. Comparar las técnicas de microdilucidn en caldo (MDC) y difusién en agar con tiras de
gradiente antibidtico (GA) y determinar la distribucién de la concentracion minima

inhibitoria (CMI) de los distintos antimicrobianos estudiados por ambos métodos.
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Conocer la frecuencia de los diferentes patrones de resistencia y su evolucion
temporal durante el periodo de estudio.

Estudiar los mecanismos moleculares que subyacen en la resistencia a ciprofloxacino y
eritromicina.

Evaluar dos técnicas moleculares de tipificacion molecular como son la electroforesis
en gel de campo pulsante (ECP, o en inglés, PFGE), y el analisis de los fragmentos de
restriccion tras digestion del gen flaA (PCR-RFLP), para establecer la relacidn clonal en
las cepas estudiadas y su posible aplicacion al estudio de la epidemiologia de estas
infecciones.

Establecer la posible relacidn clonal entre las cepas con similares patrones de

resistencia.
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Microorganismos

R/

% Muestras y aislamientos

Las muestras de las que se obtuvieron las 95 cepas que componen este estudio se reciben y

procesan en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia Clinica de los Hospitales Universitarios

Virgen del Rocio de Sevilla durante el periodo 2010 — 2014.

Todos los aislamientos fueron recuperados de muestras de heces salvo un caso que se aisl6 de

un hemocultivo. 67 pertenecian a pacientes pediatricos y 28 a adultos. Tres pacientes contaron

con dos cepas cada uno separadas en el tiempo.

%+ Cepa patrén

Como cepa patron se utilizaron C. coli ATCC33559 y Salmonella braenderup H9812.

Productos quimicos y bioldgicos

Acido bérico (Pharmacia Biotech)

Agarosa para ECP (Pulsed Field Certified Agarose, Bio — Rad)
Agua destilada o desionizada

Agua oxigenada

Bromuro de etidio (Roche Molecular Biochemicals)
Campygen ° (Oxoid)

Campylosel® (bioMérieux)

Cristal violeta (Francisco Soria Melguizo S.A.)
Decolorizador (Francisco Soria Melguizo S.A.)

dNTP (desoxinucledtidos trifosfato) (Submedic)

EDTA Na; o acido etilendiaminotetracético disddico (Sigma)
Enzima de restriccién BceAl (New England BiolLabsinc)
Enzima de restriccién Bsal (New England BiolLabsinc)
Enzima de restriccién Ddel (Roche Diagnostics)

Enzima de restriccién Smal (Roche Diagnostics)

Enzima de restriccién Xbal (Roche Diagnostics)

Fucsina (Francisco Soria Melguizo S.A.)
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e Go Taq’ Flexi DNA Polymerase (Promega)

e Hipurato sédico BBL Taxo (BD)

e Lauril sulfato sédico (Sigma)

e Marcador de peso molecular Lambda Ladders (PREG MJ)
e MgCl; (Sigma)

e Ninhidrina

e Oxalato de p-aminodimetilanilina (Oxidasa’, Bio — Rad)

e Proteinasa K (Sigma — Aldrich)

e QlAamp Mini Kit® (Qiagen)

e E.ZN.A.® Gel Extraction Kit (Omega Biotek, Norcroos, GA, USA)
e Reactivos MALDI-TOF (Brucker Daltonic)

e Safranina (Francisco Soria Melguizo S.A.)

e Tampodn fosfato salino (PBS) (Bio — Rad)

e Taq DNA Polymerase (Roche)

e Tris —clorhidrico (Roche Molecular Biochemicals)

e Yodo (Francisco Soria Melguizo S.A.)

Agentes antimicrobianos
En la realizacidon de las pruebas de sensibilidad de las cepas estudiadas se emplearon los

siguientes antimicrobianos:

«+ Tiras de gradiente antibidtico (bioMérieux)

o Ciprofloxacino

o Eritromicina

o Tetraciclina

o Tobramicina

o Amoxicilina — clavulanico
o Clindamicina

o Imipenem
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R/

% Microdilucién en caldo (Sensititre” TREK Diagnostic Systems)

o Azitromicina

o Ciprofloxacino
o Eritromicina

o Gentamicina

o Tetraciclina

o Florfenicol

o Acido nalidixico
o Telitromicina

o Clindamicina

Medios de cultivo

Agar sangre (Francisco Soria Melguizo S.A.)

Agar Mueller — Hinton con sangre (Francisco Soria Melguizo S.A.)
Agar Salmonella — Shigella (Francisco Soria Melguizo S.A.)

Caldo selenito (Francisco Soria Melguizo S.A.)

Agar Skirrow modificado = En un matraz Erlenmeyer disolver 40 g/I de agar sangre en
agua desionizada. Tapar el matraz con un tapdn de algoddn y autoclavar durante 20
minutos a 121°C. Sacar y dejar enfriar a 45 — 50 2C. Ailadimos un 5 — 7% de sangre
desfibrinada y los viales de Campylosel °(vancomicina: 2 mg, polimixina: 50 pg,
trimetoprim: 1 mg) una vez reconstituidos con 2 ml de agua destilada estéril. Distribuir

el medio en placas de Petri directamente del matraz y dejar solidificar (pH: 7,3 £ 0,2).

Medio de conservacién de cepas de Campylobacter. Pesar 0,5 g de glucosa (Sigma"®), 2
g de leche en polvo maternizada y medir 3 ml de caldo tripticasa — soja (Oxoid"), 10 ml
de glicerol y 100 ml de agua destilada o desionizada. Mezclar en un matraz y agitar
vigorosamente para dispersar el glicerol. Dispensar en criotubos de 2 ml, a razén de un
1 ml por cada tubo. Colocar los tapones a los tubos ligeramente y autoclavar durante
10 minutos. Dejar enfriar y cerrar los tapones completamente. Sembrar en una placa
de agar sangre y de forma aleatoria dos tubos de cada lote preparado para realizar asi

un control de esterilidad. Conservar en frigorifico por una duracién de 3 o 4 meses.
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Soluciones para ECP (Electroforesis en campo pulsado).

e Solucién EDTA Na; 0,5M (pH 8)
o EDTA Na;:18,61g
o Hidréxido sédico: 2g
o Agua destilada: 80ml

Disolver el EDTA Na, en el agua destilada a 602C en agitacidon. Afadir el
hidréxido sédico ajustando el pH. Completar con agua destilada hasta 100 ml.
Esterilizar en autoclave durante 20 minutos. Conservar a temperatura

ambiente.
e Solucién TRIS (1M)
o Tris:121,1g
o Agua destilada: 800 ml

Ajustar la solucidn para que tenga pH8 con HCI concentrado. Complentar con
agua destilada hasta 1000 ml. Esterilizar en el autoclave durante 20’. Conservar

a temperatura ambiente.
e Tampodn Tris — EDTA (TE) 10X pH 8
o 0,5mlTRIS (2M)
o 0,5ml EDTA (0,5M)
o 999 ml agua destilada.
e Solucidn de lauril sulfato sddico o sarcosina (SDS) al 30% (p/v)
o SDS:30g
o Agua destilada: 80 ml

o Disolver a 652C durante 20 minutos. Completar con agua destilada hasta 100
ml. Esterilizar en autoclave durante 20 minutos. Conservar a temperatura

ambiente.
e Tampodn de lisis
o 50 mM TRIS (1M) pH8
o 50 mM EDTA (0,5M) pH8
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o 1% Sarcosina (laurilsulfato) (30% p/v)
o 0,1 mg/ml proteinasa K (5 mg/ml)

o Para cada cepa elaboraremos 2 ml de solucién de lisis. Multiplicamos por el
numero de cepas que vamos a digerir y preparamos en exceso. Hacemos los
calculos mediante factores de conversidon para saber los volumenes de las

soluciones madre que debemos tomar.
Tampon TBE (Tris — Borato — EDTA) 0,5X (pH 8)
o Solucién TBE 10X comercial
o Agua destilada

o Elaboramos 1 litro de solucién TBE 0,5X anadiendo 50 ml de la solucién
comercial concentrada y 950 ml de agua destilada. Hacemos uso segln

necesidad.
Soluciéon de bromuro de etidio (EtBr»)
o 50l EtBr;

o 500 ml agua destilada
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Cebadores

Tabla 3. Relacidn de cebadores utilizados en este trabajo

Cebador
FlaAl

Gen

flaA

Secuencia (5" — 3’)

Referencia

GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC Harringtony

colaboradores

(82)

FlaA2

flaA

CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG

Harrington y
colaboradores

(82)

GyrAl

gyrA

TTTTTAGCAAAGATTCTGAT

Zirsteiny
colaboradores,
Payoty
colaboradores

(83,84)

GyrA4

gyrA

CAGTATAACGCATCGCAGCG

Zirsteiny

colaboradores(84)

GyrWT

gyrA

TAAGGCATCGTAAACAGCTG

Payoty

colaboradores(85)

GyrMUT

gyrA

TAAGGCATCGTAAACAGCTA

Payoty

colaboradores(85)

Ccoli3F

QRDR

TATGAGCGT TAT TATCGGTC

Zirstein (2000) y
colaboradores

(86)

CcolidR

QRDR

GTCCATCTACAAGCTCGTTA

Zirstein (2000) y
colaboradores

(86)

23SFwd

ARNr23S

GTAAACGGCGGCCGTAACTA

Payoty
colaboradores

(85)

23SRev

ARNr23S

GACCGAACTGTCTCACGACG

Payoty
colaboradores

(85)
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23SWT

ARNr23S

AAAGGTCCACGGGGTCAT

Payoty
colaboradores

(30)

23SMUT

ARNr23S

AAAGGTCCACGGGGTCAC

Payoty
colaboradores

(30)

ermB-F

ermB

GGGCATTTAACGACGAAACTGG

Wangy

colaboradores(87)

ermB-R

ermB

CTGTGGTATGGCGGGTAAGT

Wangy

colaboradores(87)
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Estudio de los datos clinicos

Los datos clinicos y demograficos del estudio se obtuvieron mediante la revision de la historia

clinica.
Procesamiento de las muestras clinicas

Las cepas de Campylobacter estudiadas en este trabajo fueron aisladas a partir de muestras
clinicas siguiendo los Protocolos Normalizados de Trabajo (PNT) de la seccién de coprocultivos
del Servicio de Microbiologia y Parasitologia Clinicas del Hospital Universitario Virgen del Rocio

de Sevilla.

Todas las muestras se sembraron en los siguientes medios: agar sangre, agar Salmonella-
Shigella, agar Skirrow modificado y caldo selenito. Se incubaron a 372 durante 24 horas, a
excepcién del medio Skirrow modificado que se incubd a 422C durante 48 horas en atmésfera
microaerdfila (Campygen® OXOID). Tras las primeras 24 h, se les dio un pase del caldo Selenito

al medio selectivo Salmonella-Shigella.

A las 48 horas de incubacidn se observan las placas del medio Skirrow y se procede a identificar

las colonias sospechosas de pertenecer al género Campylobacter.

Pruebas de identificacion

% Tincidn de Gram modificada

Para la identificacion presuntiva de género Campylobacter, a las colonias que presentan alguno
de los dos morfotipos descritos, se les realiza la tincién de Gram modificada, en la cual el
colorante de contraste safranina debe cambiarse por fucsina, pues de lo contrario el contraste

es muy pobre y es dificil visualizar la bacteria (88).

Para realizar esta técnica, se recoge una colonia del microorganismo con ayuda de una asa
estéril desechable y se deposita en un portaobjetos junto a una gota de suero salino estéril

(0.85% NaCl). Se fija con calor y se procede a la tinciéon de Gram siguiendo los siguientes pasos:
1. Cubrir el portaobjetos con el colorante bacteriolégico cristal violeta durante 2 minutos.
2. Lavar con abundante agua.

3. Cubrir el portaobjetos con el colorante bacterioldgico Lugol (solucion de Yodo PVP)

durante 1 minuto.

4. Lavar con abundante agua.
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5. Decolorar con alcohol-acetona durante 30 segundos.

6. Lavar con abundante agua.

7. Cubrir el portaobjetos con el colorante bacterioldgico Fuchina fenicada durante 5 minutos.
8. Lavar con abundante aguay secar al aire.

Una vez realizada la tincién se observa al microscopio éptico depositando una gota de aceite
mineral en el portaobjetos y empleando el objetivo de inmersiéon 100x. Si se observan formas
gram negativas, delgadas y curvas o en forma de coma, podemos afirmar que pertenecen al

género Campylobacter.

@

** Prueba de la oxidasa

En la prueba de la oxidasa se recoge una colonia del microorganismo con ayuda de un asa
estéril desechable y se deposita sobre un disco de papel con oxalato de para-
aminodimethylanilina (OXIDASE, BIO-RAD). La prueba se interpreta como positiva si aparece

una coloracidn azul en un tiempo inferior a un minuto (88).

«* Prueba de la catalasa

La actividad catalasa se detectd afiadiendo unas gotas de perdxido de hidrégeno en un tubo y
con ayuda de un asa estéril desechable se tomaron 3-4 colonias de la placa y se sumergieron

en el tubo. La produccion de burbujas indica la presencia del enzima catalasa (88).

< Hidrdlisis del hipurato

Para la observacion de la hidrélisis del hipurato se suspenden varias colonias en una solucidn
de hipurato y se incuba 24 horas. Transcurrido dicho periodo de tiempo se afiaden 2 6 3 gotas
de ninhidrina. Si la hidrélisis se ha producido, la glicina originada reacciona con la ninhidrina y
la solucién pasa de ser transparente e incolora a tener una coloracién purpura. Un resultado
positivo en esta prueba nos indica que la cepa pertenece a la especie Campylobacter jejuni. Las

cepas de Campylobacter coli dan un resultado negativo en dicha prueba (88).

« Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

Independientemente de la identificacion mediante pruebas fenotipicas, se procede a la
confirmacién mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF)(8,9) segun el protocolo

elaborado por el fabricante.
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Los picos azules que aparecen en la primera grafica de cada especie son aquellos
caracteristicos del microorganismo en cuestién. Segun el grado de coincidencia con dichos
picos de la cepa problema que queremos identificar obtendremos una puntuacién o score
mayor o menor que nos indicara el grado de certeza de la identificacidon obtenida. En la figura

7 vemos un ejemplo del espectro obtenido con una cepa de C. coli.

Figura 7. Espectro obtenido de una cepa de C. coli por espectrometria de masas

Campylobacter coli 11167_03 NVU 1.0

iz (10°3) miz (10°3)

20

Conservacion de las cepas

Una vez identificadas las cepas como pertenecientes a la especie Campylobacter coli, se
procede a su introduccién en un medio liquido de conservacién para microorganismos de dificil
recuperacion elaborado en el Laboratorio de Microbiologia, a partir de un cultivo puro en
medio de Skirow modificado o en medio de agar sangre. Para ello se toma una gran cantidad
de colonias y se suspenden en dichos viales, los cuales se conservan a —702 C hasta su
utilizacién.

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

% Método de difusidn con tiras de gradiente antibidtico

El antibiograma de C. coli se realizd6 por el método de difusién con tiras de gradiente
antibidtico siguiendo las recomendaciones publicadas en el documento de la Sociedad

Francesa de Microbiologia (89).

o Preparacién del indculo: Recoger varias colonias del microorganismo, con ayuda
de una asa estéril desechable de la placa de aislamiento de agar sangre, y se

resuspenden en un tubo de suspension médium (Biomérieux®) de 2 ml. Agitar
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hasta la completa disolucion de las colonias y ajustar, con la ayuda de un
turbidimetro a la concentracion de 0.5 McFarland. Antes de que transcurran 15
minutos de haber ajustado el indculo, introducir un hisopo dentro de la suspension
y al retirarlo rotar varias veces contra la pared del tubo por encima del nivel del

liguido con la finalidad de eliminar el exceso de indculo.

o Preparacién de las placas: Extraer de la nevera las placas de medio Miiller-Hinton
con sangre para que se encuentren a temperatura ambiente en el momento de su
utilizacién. Se inoculan las placas de Miiller-Hinton completamente sin dejar
ninguna zona libre, deslizando el escobillén por la superficie del agar con ayuda de
un rotor donde se coloca la placa. Se deja secar de 3 a 5 minutos antes de

depositar las tiras de antibidtico.

o Dispensacidn de las tiras de antibidtico: Depositar las tiras manualmente con la
ayuda de un dispensador. No deben situarse a menos de 15 mm del borde de la
placa, y han de estar distribuidas de forma que no se produzca superposicién de
los halos de inhibicidn. Las tiras de E-test® utilizadas fueron aquellas con los
siguientes antibidticos: ciprofloxacino, eritromicina, amoxicilina-clavuldnico,
tetraciclina, tobramicina, clindamicina e imipenem.

o Lectura: Las placas se incuban a 422 C en atmésfera microaerdfila durante 24
horas o a la temperatura de 379C durante 48 horas. Tras este periodo se observa
el crecimiento del microorganismo y se establece la CMI determinando a qué

concentracién del antibiético queda inhibido el crecimiento del microorganismo.

o Interpretaciéon: Segun los valores de CMI obtenidos para cada antibiético la cepa
puede categorizarse dentro de las categorias clinicas de sensible o resistente,
siguiendo los criterios de EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) (90) asi como de la CASFM (Comité de |’ antibiogramme de

la société francaise de microbiologie) (89).

R/

s Método de microdiluciéon en caldo

La microdilucién en caldo requiere la utilizacion de un caldo Mueller-Hinton ajustado vy
suplementado con 2,5-5 % de sangre lisada de caballo. Las condiciones de incubacién fueron

48 horas a 36—372Cen atmodsfera microaerofila.

o Preparacion de las cepas
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Descongelar las cepas.
Dar un pase a agar sangre de cada cepa.
Incubar en atmésfera microaeréfila durante 24 horas a 42°C

Se empled como cepa de control de calidad C. coli ATCC 33559

o Preparacién del inéculo

Picar 1 6 2 colonias de la placa de agar sangre e inocular en un tubo de
caldo Sensititre® CAMHBT (Caldo Mueller-Hinton con tampdén TES con
cationes ajustados) de 5 ml y ajustar a una turbidez de 0,5 McFarland
haciendo uso del nefelémetro Sensititre®. Mezclar.

Transferir 100 ul al caldo Sensititre” CAMHBT + LHB (Sangre lisada de

caballo) de 11 ml para conseguir un indculo de 5 x 10° UFC/ml. Mezclar.

o Inoculacidn de las placas

Sustituir el tapdn del tubo de caldo por un Sensititre® “dose head”.
Inocular la placa de microdilucién con 100 pl del caldo siguiendo las
instrucciones del autoinoculador.

Retirar el tubo del caldo en los 30 segundos tras inocular la placa y
eliminar.

Cubrir los pocillos con la ldmina adhesiva perforada.

o Incubacién de las placas

Introducir las placas en campanas de incubacién con un sobre generador
de atmdsfera microaerdfila (Oxoid®)

La incubacidn ha de hacerse durante 24 horas a 422C. Se recomienda
mantener un ambiente hiumedo para evitar la evaporacion del contenido

de los pocillos.

o Lectura de los resultados

No es necesario retirar el adhesivo que cubre las placas.

El crecimiento aparece como una turbidez o como un depdsito de células
en el fondo del pocillo.

La CMI se determina como la menor concentracién del antimicrobiano que

inhibe visiblemente el crecimiento.
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El pocillo de control de crecimiento debe leerse en primer lugar. Si no

muestra crecimiento, no se pueden validar los resultados.

Segun los valores de CMI obtenidos para cada antibiético la cepa puede

categorizarse dentro de las categorias clinicas de sensible o resistente,

siguiendo los criterios de EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing) (90) asi como de la CASFM (Comité de I

antibiogramme de la société frangaise de microbiologie) (89).

Alteraciones a tener en cuenta:

Disminucién gradual del crecimiento: algunas combinaciones de
microorganismo/antimicrobiano pueden producir una disminucién
gradual del crecimiento a lo largo de 2 6 3 pocillos. En estos casos
el punto final es aquél en el que el crecimiento esta visiblemente
inhibido.

Contaminaciéon: se produce cuando en un pocillo se aprecia
crecimiento y éste estd rodeado por pocillos sin crecimiento. Si
esto se produce en muchos pocillos debe repetirse el ensayo.
Saltos: son aquellos pocillos sin crecimiento rodeados de pocillos
con crecimiento. Un Unico salto puede ignorarse. Para asegurar la
eficacia de la terapia antimicrobiana nunca debe leerse el pocillo
con salto como CMI, sino aquel pocillo sobre el cudl no hay de
forma consistente mds crecimiento.

Cultivos mixtos: si aparecen crecimientos diferentes o puntos
finales diferentes, debe comprobarse la posibilidad de que sean
dos poblaciones bacterianas, y en tal caso, los resultados no se

pueden validar.
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Tabla 4. Concentraciones minimas inhibitorias para la lectura interpretada del antibiograma de

C. coli.

CMI (mg/L)

Antibidtico

Sensible Resistente

Ciprofloxacino? <0,5 >0,5
Eritromicina® <8 >8
Tetraciclina® <2 >2
Tobramicina® <2 >4
Gentamicina® <2 >2

Amoxicilina-clavulanico® <4/2 >16/2
Clindamicina“ <1 >1
Imipenem® <1 >1

2: Puntos de corte clinicos para Campylobacter coli segin las guias EUCAST 2017 (90).

o Con respecto a eritromicina, existen puntos de corte diferentes seguin se trate de C.
coli o de C. jejuni. En el trabajo de Sifré y colaboradores (92), comentan que en el caso
de CLSI existe un Unico punto de corte para ambas especies, y llegan a la conclusién
después de su estudio que se puede usar un mismo valor para ambas especies y que
ademas eritromicina alcanza niveles muy altos a nivel intestinal que superan con
creces los valores de CMI, de forma que un fracaso terapéutico es altamente

improbable aunque se use el mismo punto de corte para C. jejuniy C. coli.
®: Puntos de corte clinico para Campylobacter spp. segin CASFM 2017 (89).

o Con respecto a imipenem, la sociedad francesa establece puntos de corte para
ertapenem como proposicion del Centro Nacional de Referencia de Campylobacter.
o Tobramicina ya no aparece en la Ultima version pero si se recogia este antibidtico en

versiones previas de la interpretacion del antibiograma (93).
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¢ Puntos de corte epidemiologico (ECOFFs) para C. coli segin EUCAST

(https://mic.eucast.org/Eucast2/regShow.jsp?ld=32834).

Técnicas moleculares para la identificacién clonal

Electroforesis en gel con campo pulsado (ECP)

La capacidad para diferenciar con precisidn y rapidez los aislamientos relacionados entre si es

esencial para la vigilancia epidemiolégica.

De forma general, la técnica de ECP se basa en la separacion de grandes fragmentos de ADN en
geles de agarosa mediante la alternacidén periédica del angulo de la direcciéon del campo
eléctrico. Estos macrofragmentos se generan por la acciéon de endonucleasas con sitios de
reconocimiento de seis 0 mas pares de bases (“cortadores de baja frecuencia”); de forma que

dan lugar a menos de 30 fragmentos, generalmente entre 20 y 600 kbp.

Existen multiples cambios genéticos que afectan a los patrones de ECP que se obtienen, como
son las mutaciones puntuales (en los sitios de reconocimiento enzimatico), inserciones
(pequenos elementos mdviles y grandes fagos), delecciones (pequefios elementos mdéviles y
grandes fagos), plasmidos (ganancia o pérdida) y reordenamientos. Estos cambios pueden
ocurrir tanto in vivo (persona a persona, persona al ambiente y de nuevo a otra persona) o in
vitro (por los pases de laboratorio). Un Unico evento genético puede resultar en 0 — 3 bandas

de diferencia.

La técnica de ECP tiene un gran poder discriminatorio y una gran reproducibilidad, y se ha
convertido en un método ampliamente utilizado. A través de una cuidadosa estandarizacion se
obtienen buenos niveles de reproducibilidad interlaboratorio, lo cual ha llevado a la creacién y
mantenimiento de bases de datos internacionales, con PulseNet como principal representante.
Se considera que la técnica de ECP es el método de referencia para la tipificacion de
Campylobacter. Sin embargo, se necesitan entre 2 y 4 dias para obtener resultados, asi como
un equipo relativamente caro para realizar la técnica. Ademas los métodos basados en
restriccién son mas subjetivos que los basados en la secuenciaciéon, y los geles se deben

analizar cuidadosamente a pesar del desarrollo digital y tecnoldgico (94-97).

Aungue en algunos trabajos Kpnl se ha utilizado como enzima de digestién en ECP (98-107),
hemos usado el enzima Smal, ya que internacionalmente los datos generados por ECP de

Campylobacter se han realizado usando el enzima Smal y ademas es un enzima que produce
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resultados mas reproducibles. Smal es generalmente suficiente para demostrar la diferencia

entre dos cepas (108).

En la figura 8, tomada de la web de PusleNet, vemos de forma ilustrativa el proceso que se

desarrolla en esta técnica de tipificacion.

Figura 8. Proceso del ECP (https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/ECP.html)

The Pulsed-field Gel

Electrophoresis Process

Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)
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En la web de PulseNet del CDC podemos encontrar asimismo una guia de resolucidon de
problemas durante el procedimiento, asi como algunos consejos y directrices para interpretar
correctamente los patrones de bandas obtenidos. Esto supone la mayor complejidad de esta

técnica (97).

A continuacion se detallan los pasos a seguir en la realizacion del ECP para nuestras cepas de C.

coli (109,110).

e Preparacion de los bloques de agarosa.
o Enprimer lugar, se da un pase a las cepas congeladas a agar sangre. Estas placas se
incuban durante 24 horas a 422C en atmodsfera microaerdfila.
o Entubos de plastico de 5 ml vertemos 2 ml de PBS para resuspender las colonias y

medir la absorbancia a 610 nm. La absorbancia requerida ha de estar entre los
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valores 0.570 y 0.820.
o Rotular tubos eppendorf de 1,5 ml para transferir a ellos:
= 400 pl de la suspensién de cada microorganismo
= 25 pl de Proteinasa K (20mg/ml)

o Meazclar por inversion de 2 a 4 veces.

o Preparar una solucién al 1,2% de agarosa Seakem Gold® en tampén TE (Tris-EDTA
10X pH8) y afiadimos 400 pl de esa solucién de agarosa a la mezcla anterior.
Mezclamos suavemente con la pipeta y dispensamos en los moldes hasta que
sobresalga un poco de la superficie.

o Dejar solidificar a T2 ambiente durante 10-15 minutos o a 42 C durante 5 minutos.

Lisis de las células.
o Preparar el tampdn de lisis
= 50 mM TRIS (1M)
= 50 mM EDTA (0,5M)
= 1% Sarcosina (laurilsulfato) (30%p/v)
= 0,1 mg/ml Proteinasa K (5mg/ml)

o Transferir los bloques una vez solidificados a tubos de 10 ml que contienen 2 ml de
solucion de lisis.

o Incubar los bloques a 542C en el bafio de agua con agitacién constante y vigorosa
durante al menos 30 minutos.

Lavados (eliminar solucidn de lisis y restos celulares).

o Introducimos los bloques en tubos Falcon.

o Lavar 1 vez con agua destilada a 542C en el bafio de agua durante 20 minutos.

o Lavar 3 veces con TE pH8 a 542C en el bafio de agua durante 20 minutos/lavado.

Digestion del ADN.

o Se procede a cortar los bloques de agarosa obtenidos. Para ello usamos un
portaobjetos marcado mediante rotulador indeleble con dos lineas transversales
separadas aproximadamente entre si unos 5 mm que nos servirdn de guia para
obtener el tamafio de bloque deseado.

o Se coloca sobre el portaobjetos un gel, lo secamos cuidadosamente y lo ponemos
sobre la marca que hemos hecho. Cortamos el gel con un cubre de forma que nos
guedemos con un tamafo aproximado al que hemos establecido.

o Se pasa el bloque cortado a un tubo eppendorf de 1,5 ml rotulado.

o Siladigestion no se va a realizar inmediamente podemos afiadir TE hasta cubrir los
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bloques y almacenarlos refrigerados.

o Afadimos a cada bloque 100 pl de tampdn al 1x del enzima Smal y los dejamos a
T2 ambiente durante 10' - 15".

o Unavez transcurrido el tiempo eliminamos el tampdn con una pipeta.

o Elaboramos la solucidn del enzima de digestion Smal.

= Afadimos 200 ul de la solucidn a cada bloque.
= Se necesitan 40 Ul (4 ul) del enzima Smal para la digestion del ADN de cada
cepa.

o Como referencia de pesos moleculares utilizamos una cepa de Salmonella
braenderup debido a que el peso molecular de las diferentes bandas obtenidas se
encuentra dentro del rango de las bandas que se obtienen con la mayoria de los
patdgenos alimentarios. La digestion del ADN de dicha cepa se realiza mediante el
enzima Xbal siguiendo el mismo proceso(111).

o Condiciones de incubacién

=  Campylobacter spp: 23-262 C al menos 2 horas.
*  Salmonella spp: 372 C durante toda la noche.
*  Retiramos la solucién del enzima y afiadimos 200 pl de TBE 0,5X (Tampdn
Tris-Borato-EDTA).
e Preparacion del gel de agarosa
o Preparamos un gel de agarosa al 1,2% (p/v).
= Pesamos 1,8 g de agarosa para ECP.
= Se disuelve la agarosa en 150 ml de TBE. Para ello la llevamos hasta
ebullicién usando el microondas y luego la mantenemos en el bafio a
559C con agitacion durante 30 minutos para que se enfrie.
e Montaje del gel de agarosa
o Se colocan las piezas del soporte
o Secamos cuidadosamente con papel de filtro cada uno de los bloques de
agarosa.
o Colocamos los bloques en cada uno de los dientes del peine y los dejamos
durante 5 minutos para que queden adheridos a los mismos.
o Vertemos la solucion de agarosa previamente preparada.
o Una vez que el gel se ha enfriado procedemos a retirar el peine, de forma que
los bloques quedan incluidos en el gel de agarosa.

o Vertemos 2 litros de TBE 0,5X en la cubeta donde se va a realizar la
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electroforesis y colocamos a continuacion el gel.
o Encendemos el equipo de la electroforesis y programamos las siguientes
condiciones:
=  Temperatura: 142 C
= Voltaje: 6V/cm con un angulo de 1202 C.
= |ntensidad: 110-120 mA.
=  Pulsos: gradiente entre 6,8 y 38,4 segundos.
= Tiempo: 18 horas.
o La bomba de recirculacién del tampdn de electroforesis debe programarse a
una velocidad aproximada de 1l/minuto.
e Tincidn del gel con bromuro de etidio
o Preparamos la solucidon de bromuro de etidio
= 500 ml de H,O destilada
= 50 ul EtBr;
o Balancear la bandeja hasta la completa mezcla de los componentes.
o Sumergir el gel y dejarlo durante 30 minutos.
o Visualizar el resultado mediante fotografia usando el sistema informatico de

Bio-Rad".

«* PCR —RFLP del gen flaA

La tipificacion del gen flaA se basa en la amplificacidn por PCR de parte del locus de la flagelina,
seguido por una digestion con enzimas de restriccién con el fin de generar patrones de

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccidon (RFLP).

El locus de la flagelina en C. jejuni y C. coli consiste en dos genes tandem altamente
homadlogos, flaAy flaB. Cualquiera o ambos pueden usarse para la PCR inicial y existen técnicas
de tipificacidon que utilizan uno o ambos genes para tal propdsito. Ddel se utiliza como enzima

de restriccidon(82).
A continuacion, se detallan los pasos a seguir para la realizacion de esta técnica.
o Extraccién del ADN mediante QlAamp Mini Kit® (Qiagen)

e Realizar una suspensién del microorganismo en 1 ml de PBS. Centrifugar a
10.000 rpm durante 5'
e Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 180 ul de ATL (Tissue Lysis
Buffer).
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Afadir 20ul de proteinasa K. Mezclar con el vortex.

Incubar durante 30' como minimo a 562C.

Sacar del bafio y dar un pulso de centrifuga (para recuperar de las paredes lo
evaporado)

Afiadir 200 pl de AL (Lysis Buffer).

Incubar 10'a 70°C.

Sacar del bafio y anadir 200 pl de EtOH. Mezclar con el vértex durante 15".
Rotular las columnas. Colocar tras cada columna 3 tubos.

Pasar el contenido de cada tubo eppendorf a la columna correspondiente.
Centrifugar a 8.000 rpm durante 1' (Programa 1)

Sacar las columnas y tirar el tubo que las contiene. Colocar las columnas en el
interior de un tubo nuevo.

Afadir a la columna 500 ul de AW1.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1'.

Sacar las columnas y eliminar el tubo que las contiene. Colocar las columnas en
el interior de un tubo nuevo.

Afadir a la columna 500 pul de AW2

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1'.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 1' (para secar de EtOH completamente las
columnas)

Sacar las columnas y tirar el tubo que las contiene.

Rotular nuevos tubos eppendorf.

Introducir las columnas en los tubos eppendorf correspondientes.

Afadir 200 pl de AE (Elution Buffer). Dejar a T2 ambiente durante 3' —5'.
Centrifugar a 8.000 rpm durante 1'.

Guardar el ADN extraido en el congelador.

o Amplificacion del gen flaA mediante PCR

Sacar de la nevera los ADN extraidos anteriormente.
Rotular tubos eppendorf de PCR (0,5 ml) para las muestras correspondientes.

Preparar de la mezcla de reaccién.
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Tabla 5. Componentes de la mezcla de reaccién para amplificacion del gen flaA.

COMPONENTE ‘ VOLUMEN

Tampén (5X) 5ul
Magnesio ( MgCl2, 25mM) 5ul
dNTP (10mM) 1l

Taq polimerasa (5U/ pl) 0,25 ul
Cebador 1 : flaAl (20uM) 1l
Cebador 2: flaA2 (20uM) 1l

H20 10,75 ul

e A cada tubo eppendorf afiadimos 24 pl de la mezcla de reaccién y 1 pl de la

muestra correspondiente.

e Introducimos los tubos eppendorf en el termociclador.
e Secuencia de la reaccién de PCR:
= 949C1'

= 35 ciclos con las siguientes condiciones

e 94°C15"

e 459C45"

e 72°C90"
= 72°C5'

= 42Cindefinidamente.
o Digestién del gen flaA mediante el enzima de restriccion Ddel

e Realizar la mezcla de los componentes.

Tabla 6. Componentes de la mezcla de digestion

COMPONENTE VOLUMEN

Producto de PCR S5ul
Tampodn del enzima (10x) 2 ul (1x)
Enzima Ddel (10U/pl) 1l

H.0 12 pl
Volumen total 20 pl
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O

O

Afadir 15ul de dicha mezcla y 5ul de producto de PCR en tubos eppendorf
rotulados para las cepas correspondientes.

Dejamos la mezcla incubando durante toda la noche a 37°C.

e Electroforesis del producto de digestion

O

O

Montar el soporte del gel de agarosa.

Preparar el gel de agarosa al 1,3% en TBE (0,5X).

Verter la solucidn de agarosa en el molde y esperar a que solidifique.
Retirar el peine e introducir el gel en el recipiente para la electroforesis, el
cual contiene una solucién de TBE(0,5X) que debe cubrir el gel por
completo.

Cargar el gel de agarosa.

Pipetear 5ul del producto de digestién y mezclar con el tampén de carga.
Introducir la mezcla en uno de los pocillos del gel de agarosa.

La escalera de peso molecular sigue el mismo proceso que el producto de
digestidn y se coloca en las posiciones del gel que se consideren mas
convenientes.

Conectar el aparato estableciendo un voltaje de 100 V.

Dejar correr el gel durante 1horay 30 minutos.

Retirar el gel de la cubeta de electroforesis y realizar la foto
correspondiente usando el sistema informatico de Bio-Rad®.

Apagar los equipos y desechar el gel.

Técnicas moleculares para la identificacion de mecanismos de resistencia

Ciprofloxacino y eritromicina se han considerado los antibidticos de elecciéon para el

tratamiento de las infecciones por Campylobacter hasta hace relativamente poco tiempo, con

una tendencia al alza de la resistencia a la quinolona. En las bacterias gram-negativas este

hecho ocurre fundamentalmente por mutaciones puntuales que llevan a sustituciones

aminoacidicas en la region QRDR del gen gyrA. En Campylobacter, el polimorfismo genético

C257T, que origina el cambio Thr86lle, es el mas frecuentemente observado (112-116). En

nuestro pais existe una alta tasa de resistencia a ciprofloxacino (117,118), aunque la mayoria

de estudios que comprenden cepas de C. coli son trabajos realizados en animales o productos

alimentarios (72,116,119,120). Con respecto a la eritromicina, la resistencia se mantiene baja
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en C. jejuni pero en C. coli las tasas entran en la categoria de alta segun la EFSA (European
Food Safety Authority) (71), lo cual es preocupante ya que como comunico este organismo en
diciembre de 2015, tanto la listeriosis como la campilobacteriosis no han dejado de aumentar
afo tras afio desde 2008 (121). Por todo ello hemos querido comprobar si las mutaciones que
confieren resistencia a estos antibidticos estdn ampliamente extendidas también en las cepas
humanas de nuestro medio haciendo uso de varias técnicas moleculares que se detallardn a
continuacion.

@

s Deteccién de mutaciones en el gen gyrA mediante protocolo de MAMA-PCR

MAMA-PCR (Mismatch amplification mutation assay) consiste en un protocolo de deteccidn de
mutaciones puntuales alélicas. Se realiza una primera PCR de una regién conservada del gen
en cuestion como control positivo y posteriormente se realizan dos PCR adicionales, una para
detectar la secuencia salvaje y otra para detectar la secuencia mutante, que se diferencian en

una Unica base en el extremo 3’, lo cual confiere una alta especificidad.

En este caso vamos a detectar la mutacién puntual que da lugar al cambio aminoacidico Thr —
86 — lle, la cual es la que con mas frecuencia confiere resistencia al ciprofloxacino (83,116,122

125).

Todas las PCR del control positivo deben amplificar correctamente, generandose un fragmento
de 368 pares de bases (84). La presencia de la mutacion Thr-86-lle supone que no se amplifica
el gen salvaje pero si se amplifica el gen mutante, generdndose un producto de 265 pb (83). En
caso de que la cepa sea salvaje para esta mutacién supondra la amplificacién de un fragmento

de igual peso molecular pero correspondiente a la secuencia salvaje.
A continuacion, detallamos los pasos a seguir para la realizacion de esta técnica:

o Rotular 3 tubos eppendorf de PCR (0,5 ml) para cada muestra, uno para la secuencia
salvaje o “wild-type”, otro para la secuencia mutante y otro para el control positivo.
o En este protocolo hay que preparar, por tanto, tres mezclas de reaccion, las cuales se

diferencian en los cebadores utilizados.
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Tabla 7. Componentes de las mezclas de reaccién de MAMA-PCR gen gyrA.

‘ COMPONENTE ‘ VOLUMEN
Tampdn (10x) 5 ul (1X)
dNTP (10mM) 1l
Taq polimerasa (5U/ul) 0,5 ul
Cebador 1: GyrAl (20uM) 0,5 pl
Cebador 2:GyrA4/GyrWT/GyrMUT (20uM) 0,5 ul
H.0 37,5 ul

o A cada tubo eppendorf afiadimos 45 ul de la mezcla de reaccién correspondiente
y 5 ul de la muestra.
o Unavez preparada las PCR se introducen los tubos eppendorf en el termociclador.

o Programa de PCR:

e 94°CF5

e 30ciclos:
= 94°C 30"
= 50°C 30"
= 72°C1

e 4°C indefinidamente.

o Electroforesis del producto de PCR

o Elgel de agarosa se ha de elaborar al 2% en TBE (0,5X)

e Dejar correr el gel durante 90 minutos.

Secuenciaciéon de la region QRDR del gen gyrA

La region QRDR es la zona del gen gyrA en la que se concentran las mutaciones que daran

lugar a la resistencia a quinolonas por alteracién de la secuencia aminoacidica cercana al sitio

activo del subunidad GyrA de la ADN girasa (112,126,127). Realizamos una PCR para amplificar

la regidon en cuestién (fragmento de 505 pares de bases) en una serie seleccionada de nuestras

cepas con objeto de revisar la secuencia de dicho fragmento y hallar mutaciones vy

polimorfismos implicados o no en dicha resistencia (84,86).
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o Amplificacién de la regién QRDR

Sacar de la nevera los ADN extraidos anteriormente correspondientes a las
cepas resistentes a eritromicina segun los métodos fenotipicos estudiados.
Rotular tubos eppendorf de PCR (0,5 ml) para las muestras correspondientes.
Preparacion de la mezcla de reaccidn

Tabla 8. Componentes de la reaccion de PCR de la regién QRDR del gen gyrA

COMPONENTE VOLUMEN

Tampon (10x) 5 ul (1X)
dNTP (10mM) 1u
Taq polimerasa (5U/ul) 0,5 ul
Cebador 1: Ccoli3F(20uM) 0,5 pl
Cebador 2: Ccoli4R (20uM) 0,5 pl
H,0 37,5 ul

A cada tubo eppendorf afiadimos 45 pl de la mezcla de reaccién y 5 ul de la
muestra.

Una vez preparada la PCR se introducen los tubos eppendorf en el
termociclador.

Secuencia de la reaccion de PCR

= 94°C3

= 30ciclos:
e 94°CT1
e 50°C1
o 72°CT

= 72°C5'

= 4°C indefinidamente.

o Electroforesis del producto de PCR

o

El gel de agarosa se ha de elaborar al 2% en TBE (0,5X)

Dejar correr el gel durante 1 hora.

Purificacién del producto de PCR.
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La purificacién del producto de PCR en la mezcla de reaccion se realizd con el kit
E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Biotek, Norcroos, GA, USA) siguiendo las
recomendaciones de uso del fabricante. Asi, la banda de ADN de interés se separa del
gel o bien, se parte del producto total de PCR, que se disuelve en un tampdn de unidn
y se transfiere a una columna HiBind® DNA Mini. Después de tres etapas de lavado
rapido, el ADN se eluye con el tampdn de elucion y de este modo queda listo para

secuenciar.

o Secuenciacion de ADN y andlisis de las secuencias
Los productos de PCR purificados se enviaron a Macrogen (Korea) para su
secuenciacidn, haciendo uso de los mismos cebadores utilizados en la amplificacién. En

todos los casos se analizaron las dos hebras de ADN, a una concentracién de 10 uM.

La identificacién de las especies se llevd a cabo mediante un analisis de busqueda

BLAST en la base de datos gendmica NCBI (http://blast.ncbi.nom.nih.gov/).

«» Deteccion de mutaciones en el gen ARNr 23S mediante protocolo de MAMA-PCR

Con esta técnica vamos a aplicar el mismo procedimiento que en el epigrafe anterior a la

deteccion de la principal mutacidon que confiere resistencia a eritromicina, el cambio A2075G

en el gen que codifica para el ARNr23s (85,128,129). La presencia de una mutacién en la

posicion 2075 supone que no se amplifica el gen salvaje pero si se amplifica el gen mutante,

generandose un producto de 200 bp.

o

Rotular dos tubos eppendorf de PCR (0,5 ml) para cada muestra, uno para la secuencia
salvaje y otro para la secuencia mutante.

En este protocolo hay que preparar dos mezclas de reaccién, una para detectar la
secuencia salvaje y otra para detectar la secuencia mutante. La diferencia entre ambas

son los cebadores utilizados.
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Tabla 9. Componentes de la mezcla de reaccion MAMA-PCR ARNr23S

COMPONENTE VOLUMEN

Taq polimerasa (5U/ul) 0,5 ul
Cebador 1: 23SFwd (20pM) 0,5 ul
Cebador 2: 23SWT / 23SMUT
0,5 ul
(20uM)
H.0 miliq 37,5 ul
Tampon (10x) 5 ul (1X)
dNTP (10mM) 1l

o A cada tubo eppendorf afiadimos 45 pl de la mezcla de reaccié correspondiente y 5 pl
de la muestra.
o Unavez preparada la PCR se introducen los tubos eppendorf en el termociclador.

e Secuencia de la reaccion de PCR

= 94°C5'

= 30ciclos:
e 94°C 30"
e 50°C 30"
o 72°C1

= 72°C1'

= 42Cindefinidamente.
o Electroforesis del producto de PCR
e Elgel de agarosa se ha de elaborar al 2% en TBE (0,5X)

e Dejar correr el gel durante 1 hora.

% Deteccidn de mutaciones en el gen ARNr 23S mediante PCR-RFLP.

Ademas de la técnica de MAMA-PCR podemos aplicar también una PCR-RFLP con la que
confirmar la mutacién previamente detectada en la posicion 2075 asi como identificar una
nueva mutacion en la posicion 2074. Uno de los cebadores usados es el mismo que en el
proceso anterior y se afilade un nuevo cebador, originando un producto de PCR que se
sometera a digestidon enzimatica. Los enzimas a utilizar son Bsal, que en caso de mutacion en la

posicion 2075 dara lugar a dos fragmentos de 157 y 557 pares de bases en lugar de un solo
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fragmento, y BceAl, que en caso de mutacidn en la posicion 2074, dard lugar a tres fragmentos

de 21, 153 y 540 pares de bases en lugar de dos fragmentos de 21 y 693 pares de bases (85).

o Amplificacion del gen ARNr 23S mediante PCR
e Sacar de la nevera los ADN extraidos anteriormente correspondientes a las
cepas resistentes a eritromicina segun los métodos fenotipicos estudiados.
e Rotular tubos eppendorf de PCR (0,5 ml) para las muestras correspondientes.
e Preparacidn de la mezcla de reaccion cada tubo eppendorf afiadimos 45 ul de

la mezcla de reaccidn y 5 pl de la muestra correspondiente.

Tabla 10. Componentes de la reaccién de PCR para la técnica PCR-RFLP gen ARNr23S.

COMPONENTE VOLUMEN

Tampdn (10x) 5 ul (1X)
dNTP (10mM) 1l
Taq polimerasa (5U/pul) 0,5 ul
Cebador 1: 23SFwd (20uM) 0,5 pl
Cebador 2: 23SRev (20uM) 0,5 pl
H20 37,5l

e Una vez preparada la PCR se introducen los tubos eppendorf en el
termociclador.

e Secuencia del programa de la PCR

= 94°C5'

= 30ciclos:
e 94°C 30"
e 50°C 30"
e 72°C1

= 72°C1'

= 4°C indefinidamente.
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o Digestion del gen ARNr 23S mediante el enzima de restriccion BceAl.

Tabla 11. Componentes mezcla de digestién con enzima BceAl.

‘ COMPONENTE ‘ VOLUMEN
Producto de PCR 15l
Tampon del enzima (10x) 2 ul (1x)
Enzima BceAl (2U/pl) 0,5 pl
H,0 2,5 ul
Volumen total 20 ul

e Realizar la mezcla de los componentes.
e Afadir 5ul de dicha mezcla y 15ul de producto de PCR en tubos eppendorf
rotulados para las cepas correspondientes.

e Dejamos la mezcla incubando durante toda la noche a 372C.

o Dligestién del gen ARNr 23S mediante el enzima de restriccién Bsal

Tabla 12. Componentes mezcla de digestidén con enzima Bsal

COMPONENTE VOLUMEN

Producto de PCR 15 ul
Tampodn del enzima (10x) 2 ul (1x)
Enzima Bsal (10U/ul) 0,5 ul

H,O0 2,5ul
Volumen total 20 ul

e Realizar la mezcla de los componentes.
e Afadir 5ul de dicha mezcla y 15ul de producto de PCR en tubos eppendorf
rotulados para las cepas correspondientes.

e Dejamos la mezcla incubando durante toda la noche a 502C.
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o Electroforesis del producto de digestion
e Elgel de agarosa se ha de elaborar al 2% en TBE (0,5X)
e Dejar correr el gel durante 1hora y 30 minutos.

@,

** Deteccién del gen ermB mediante PCR

Hay descritos tres tipos de mecanismos de resistencia a los macrélidos: modificacion de la
diana por mutacion o metilacidn, inactivacién del farmaco y el eflujo activo de antibiético. Los
genes erm codifican unas enzimas que metilan el ribosoma, confiriendo resistencia a los
macrélidos en multiples especies bacterianas, pero hasta hace poco tiempo estos enzimas no
se habian detectado en Campylobacter. Sin embargo hay cepas que no llevan mutaciones en el
gen codificante del ARNr23S ni en las proteinas ribosomales y aun asi presentan resistencia de
alto nivel a eritromicina. Las bombas de eflujo no son suficientes para tal hecho y Qin vy

colaboradores descubrieron la presencia del gen ermB en esta especie (59,61,64,87).

Los cebadores utilizados fueron disefiados en base a las regiones conservadas del gen ermB
encontrado en C. coli ZC113, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae y Lactobacillus
reuteri (87). La presencia en una cepa del gen ermB supone la amplificaciéon de un producto de

421pb.

o Seleccionar los ADN extraidos anteriormente correspondientes a las cepas
categorizadas como resistentes a eritromicina segin los métodos fenotipicos
estudiados.

o Rotular tubos eppendorf de PCR (0,5 ml) para las muestras correspondientes.

Tabla 13. . Componentes de la mezcla de reaccién para PCR del gen ermB.

COMPONENTE VOLUMEN

Tampodn (10x) 5ul

dNTP (10mM) 1ul

Tag polimerasa (5U/pl) 0,5 pl
Cebador 1: ermB-F (20uM) 0,5 ul
Cebador 2: ermB-R (20uM) 0,5 ul
H,0 37,5ul
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o A cada tubo eppendorf anadimos 45 ul de la mezcla de reaccién y 5 ul de la muestra
correspondiente.
o Unavez preparada la PCR se introducen los tubos eppendorf en el termociclador.

o Secuencia del programa de la PCR:

= 94°C¥5

= 35ciclos:
e 94°C 30"
e 60°C 30"
o 72°C1

= 72°C7'

= 49Cindefinidamente.
o Electroforesis del producto de PCR
e El gel de agarosa se ha de elaborar al 2% en TBE (0,5X)

e Dejar correr el gel durante 1 hora.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en este trabajo se llevé a cabo con ayuda del
programa IBM SPSS Statistics Version 22.0 (IBM Armonk, Nueva York, Estados Unidos), para el
calculo de la U de Mann Whitney con el fin de detectar diferencias estadisticamente
significativas en la mediana de las CMI de los antibiéticos estudiados.

La aplicacion web disponible en: (http://darwin.phyloviz.net/ComparingPartitions/index.
php?link=Tool) ha sido utilizada para el céalculo del indice de Simpson asi como los indices de

Rand y Wallace en la evaluacién y comparacién de las técnicas de epidemiologia molecular

aplicadas.
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Aspectos demograficos y clinicos

Se estudiaron 95 cepas de 92 pacientes, ya que en tres de ellos (A, B, y C) se aislaron dos
cepas en cada uno. Los pacientes A y C tienen cepas separadas mds de once dias y en el
paciente B se aislaron dos cepas el mismo dia. Observamos un predominio del sexo masculino
(63% de los casos) asi como dos grupos de edad con un mayor numero de casos de infeccién
por C. coli: nifios de entre 1y 5 afios (43,5%) y adultos con mas de 40 afios (17,4%). La media

de edad fue de 6 afios (Tabla 14).

Tabla 14. Distribucion por grupos de edad y sexo de las infecciones por C. coli.

Mujeres (%) | Hombres (%)  Grupos de General (%) Hospitalizacion

(N=34) (N=58) edad (N=92) (%) (N=15)
2(5,8) 4(6,8) < 1afio 6(6,5) 0(0)
12 (35,3) 28 (48) 1-5 afios 40 (43,5) 2(13,3)
7 (20,6) 5(8,6) 5 - 10 afios 12 (13) 0(0)
1(3) 5(8,6) 10 - 20 afios 6(6,5) 2(13,3)
5(14,7) 3(5) 20 - 40 afios 8(8,7) 3(20)
4 (11,7) 12 (21) >40 afios 16 (17,4) 8 (53,3)
3(3,8) 1(2) Desconocido 4(4,3) 0(0)

Quince (16,3%) pacientes estuvieron hospitalizados, y el 53,3% de estos se incluia en el grupo
de mas edad. Ademas, la mayoria de estos pacientes padecia alguna enfermedad de base
importante como neoplasia, trasplante, enfermedad autoinmune o enfermedad renal crénica.
(Tabla 15). Los sintomas que presentaron estos pacientes fueron diarrea (86,7%), dolor
abdominal (53,3%), fiebre (66,7%), vomitos y ndauseas (26,7% cada uno) y diarrea

sanguinolenta (6,7%).

En 9 de los 15 casos, en el juicio clinico de los pacientes no aparece como diagndstico la
infeccidn por C. coli. En 3 de estos casos el diagndstico es una gastroenteritis aguda (GEA) sin
filiar; en otros 3 casos el cuadro abdominal es atribuido a tratamientos del paciente, como el
micofenolato de mofetilo (MMF), el hierro y otros fdrmacos inmunosupresores. En otros tres

casos los sindromes clinicos fueron una apendicitis aguda, una colecistitis aguda con recidiva
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de adenocarcinoma y un posible debut de enfermedad de Crohn. Ademas, en otro de los casos

no hay informacion al respecto.

En cuanto al tratamiento, 10 de los 15 pacientes (66,7%) ingresados fueron tratados. De estos
diez casos, 5 de ellos fueron tratados con antibiéticos dirigidos a Campylobacter; pues se
utilizo la azitromicina en 4 casos, eritromicina en 1 caso y ciprofloxacino en 3 casos. Estos tres
casos de uso de ciprofloxacino fueron suspendidos y sustituidos por macrdlidos. Los otros
cinco pacientes con tratamiento recibieron antibioterapia no especificada en 3 casos, en otro
caso se prescribid cotrimoxazol, puesto que se trataba de un paciente con trasplante renal y
gue se diagnosticd de una diarrea asociada al consumo de hierro; por lo que el aislamiento de
C. coli no se tuvo en cuenta. Finalmente, el otro paciente con antibioterapia recibié ceftriaxona

y teicoplanina.

En el resto de los pacientes no se utilizd tratamiento antibiético. Se aplicaron medidas de

rehidratacidon y otras medidas especificas para el paciente segun su patologia de base.

Tabla 15. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes ingresados con infeccién por

C. coli.
Paciente Edad Sexo Condiciones Sintomas clinicos Juicio clinico Tratamiento
subyacentes
1 1 Femenino Situacion de Diarrea GEA" Rehidratacion
abandono Vémitos Deshidratacion
Fallo de medro Febricula grave
Diuresis disminuida IR prerrenal
2 48 Femenino Ell Diarrea Toxicidad Antibioterapia
Linfoma células del Nduseas intestinal grado I empirica
manto Vémitos
TASPE Dolor abdominal
3 49 Masculino Trasplante renal Diarrea GEA por Ciprofloxacino
Fiebre Campylobacter Azitromicina
Nauseas coli
Dolor abdominal
4 61 Masculino Trasplante renal Diarrea intensa GEA por Ciprofloxacino
VHB Nauseas Campylobacter Azitromicina
Fiebre coli
Deshidratacion FRA prerrenal
5 54 Femenino Amiloidosis 12 Diarrea Toxicidad Reduccién MMF
Trasplante cardiaco intestinal por
TASPE micofenolato de
mofetilo™ (MMF)
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6 81 Masculino Estenosis adrtica Sin referencias Sin referencias Sin referencias
severa
Valvula protésica
7 3 Masculino Enfermedad de Fiebre Apendicitis aguda® | Antibioterapia IV
Hirschprug Diarrea Absceso/plastron Apendicectomia
(Inteencidn Dolor abdominal apendicular
quirdrgica a los tres
meses de edad)
8 14 Masculino ERC Diarrea GEA* Rehidratacion
Hipomagnesemia Vémitos
Familiar Fiebre
Empeoramiento
funcion renal
9 84 Masculino Adenocarcinoma de Dolor abdominal, Colecistitis Antibioterapia IV
ciego diarrea, fiebre subaguda no especificada
Recidiva
adenocarcinoma
con
sobreinfeccion”
10 21 Femenino Ninguna Dolor abdominal, GEA por Eritromicina
diarrea, vémitos y Campylobacter Omeprazol
falta de apetito coli Cinitaprida
Dispepsia gastrica
funcional
11 67 Masculino Trasplante renal Diarrea Diarrea de Suspensioén
etiologia asignada Ferrogradumet
al hierro” Septrin
(protocolo)
12 34 Femenino Trasplante renal Diarrea, febricula, Sindrome Tratamiento
dolor abdominal, diarreico sin empirico con
MEG inespecifico etiologia teicoplaninay
asignada” ceftriaxona.
13 38 Femenino Ninguna Dolor abdominal Posible debut No tratamiento
intenso, nauseas, enfermedad de
fiebre y sudoracion Crohn”
14 86 Femenino Alzheimer Diarrea GEA por Ciprofloxacino
sanguinolenta, fiebre, Campylobacter Azitromicina
falta de apetito. coli Transfusiones CH
FRA prerrenal
15 12 Masculino Ninguna Dolor abdominal un GEA por Azitromicina
afio de evolucioén, Campylobacter
diarrea y fiebre coli
intermitente Bateria pruebas
digestivas
normales

* Pacientes donde no se menciona el aislamiento microbiolégico de Campylobacter coli en el

juicio clinico del sindrome desarrollado por el paciente.
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Sensibilidad antibidtica

Se determind la sensibilidad a ciprofloxacino, eritromicina, tetraciclina y clindamicina mediante
los métodos microdilucién en caldo y difusiéon con tiras de gradiente antibidtico. Ademas, la
sensibilidad a azitromicina y gentamicina se realizd sélo por microdiluciéon en caldo y para
tobramicina, amoxicilina—acido clavulanico e imipenem con la difusion mediante tiras de
gradiente antibiodtico. Los resultados globales se recogen en las tablas 16 y 17. En la columna
“Limite de CMI superior para comparar (ug/ml)” establecemos la CMI superior que vamos a
considerar para poder comparar ambas técnicas, ya que las CMI superiores no siempre son
coincidentes entre las mismas. Finalmente, hemos calculado la mediana de las CMI de los
antibidticos para poder detectar diferencias estadisticamente significativas a través de Ia

aplicacion del test U de Mann Whitney.

Tabla 16. Resultados globales de las pruebas de sensibilidad antibidtica de las 95 cepas

estudiadas mediante microdilucién en caldo (MDC) y tiras de gradiente antibidtico (GA).

Limite CMI
Punto de Rango .
Antibidtico corte concentracion superior Mediana
. Método S RangoCMI (pg/m) para
resistenc. antibidtica (ng/ml)
(mg/1) (ng/ml) S
(ng/ml)
Ciorofloxacino 505 MDC 0,015 -64 0,03 -64 64 8
P ' GA 0,02- 32 0,125 - >32 64 64
Eritromicina >3 MDC 0,03 -64 0,12 - >64 128 0,5
GA 0,016 - 256 0,12 - >256 128 1,5
Azitromicina >0,5 MbC 0,015~64 <0,015->64 - 0,06
Tetraciclina 59 MDC 0,06 — 64 <0,06 - >64 128 64
GA) 0,016 - 256 0,047 - >256 128 128
Tobramicina >4 GA 0,016 - 256 0,5->256 2
.. MDC 0,12-32 0,25-32 0,5
Gentamicina >4 -
Amoxicilina- -, o, GA 0,016 — 256 0,12 - >256 4
clavulanico
Imipenem >8 GA 0,02 - 32 0,03-0,75 0,19
Clindamicina -1 MDC 0,03-16 0,016 ->16 32 0,25
GA 0,016 - 256 0,04 - >256 32 0,5
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Tabla 17. Sensibilidad antimicrobiana y categorizacién clinica de 95 cepas de C. coli por

microdilucién en caldo (MDC) y tiras de gradiente antibidtico (GA)

CMlso CMlg S (%) 1 (%) R (%)
Antibiotico
GA MDC GA MDC GA MDC GA MDC GA MDC
5 5 90 90
Ciprofloxacino [y 8 >32 32 - -
(53) (53) (94,7) (94,7)
> 5 90
Ac. nalidixico - - -
(5,3) (94,7)
72 73 23 22
Eritromicina 1,5 0,5 >256 >64 - -
(75,8) (76,8) (24,2) (23,2)
73 22
Azitromicina - 0,06 - >64 - - - -
(76,8) (23,2)
21 18 74 77
Tetraciclina >256 64 >256 >64 - -
(22,1) (18,9) (77,9) (81,1)
55 28 12
Tobramicina 2 - 6 - - - -
(57,9) (29,5) (12,6)
92 3
Gentamicina - 0,5 - 1 - - - -
(96,8) (3,2)
Amoxicilina- 25
4 - >256 - 55 ) 15 - -
clavulanico (57,9) (15,8) (26,3)
95
Imipenem 0,19 - 0,38 - - - - 0(0) -
(100)
21 19
O EI-cEl 05 025 6 4 74 76 ) -
(77,9)  (80) (22,1)  (20)

Analizamos tanto los resultados como las diferencias obtenidas mediante las dos técnicas
realizadas en el caso de los antibidticos ciprofloxacino, eritromicina, tetraciclina y clindamicina
gue se recogen en tabla 18. Se observa el grado de concordancia entre ambos métodos a
través del porcentaje de acuerdo, del indice Kappa asi como la significacion estadistica de estas

diferencias.
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Tabla 18. Concordancia entre las técnicas de microdilucion en caldo y tiras de gradiente

antibidtico.

Antimicrobiano N2 de aislamientos con el siguiente % Acuerdo  indice Test U
resultado de clasificacién Kappa** Mann-
Whitney
(valor p)
Ciprofloxacino 5 0 0 90 100 1 <0,001
Eritromicina 72 1 0 22 98,9 0,97 0,023
Tetraciclina 18 0 3 74 96,8 0,89 0,108
Clindamicina 74 2 0 19 97,9 0,93 0,022

*a: es el numero de aislamientos sensibles por ambos métodos
*b: es el nUmero de aislamientos sensibles por el método 1 (MDC) vy resistentes por el método
2 (GA)
*c: es el niUmero de aislamientos resistentes por el método 1 (MDC) vy sensibles por el método
2 (GA)
*d: es el nUmero de aislamientos resistentes por ambos métodos
** Los valores del indice Kappa indican el nivel de concordancia:
e <0,01, sin correlacion
e 0,1a 1,40, correlacion débil
e 0,41 a 0,60, clara correlacion
e (0,61 a 0,80correlacion alta

e 0,81 to 1,00, correlacidn casi completa o completa.

7

«+ Ciprofloxacino

La microdilucion en caldo tiende a obtener unas CMI mucho mas bajas siendo 8 pg/ml la
mediana obtenida por este método y 64 pg/ml la obtenida mediante tiras de gradiente
antibidtico. Como podemos ver en la tabla 18, ambas técnicas clasificaron a las cepas en las
mismas categorias clinicas, con 90 cepas (94,7%) resistentes a ciprofloxacino. Por tanto, la
concordancia entre ambos métodos fue del 100% y el indice kappa (K=1) indicé la completa
concordancia en los resultados de ambas pruebas. Sin embargo, el parametro de la U de
Mann-Whitney mostré diferencias significativas entre ambos métodos (p < 0,001), lo cual

podemos explicar por las diferencias en los valores de CMI obtenidos, teniendo en cuenta que
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este parametro determina si existen diferencias significativas entre las medianas de los

métodos.

+« Eritromicina

Aungque los valores de CMI obtenidos para este antimicrobiano por ambos métodos no son
muy diferentes, si hubo diferencias estadisticamente significativas (p = 0,023) en la mediana,
que por microdilucién en caldo fue de 0,5 pug/ml y por tiras de gradiente antibiético, de 1,5
ug/ml. Setenta y dos (75,8%) cepas son sensibles mediante la tira de gradiente antibidtico,
mientras que por microdilucion en caldo son sensibles 73 cepas (76,8%). Esto es debido a que
la cepa 59 es heterorresistente, ya que podemos encontrar colonias dentro de la elipse de
inhibicion (figura 9), hecho que no fue detectado mediante la microdiluciéon en caldo. Sin
embargo, en el caso de la azitromicina si pudimos observar que habia crecimiento en pocillos

no consecutivos (CMI: 0,25 pg/ml; 4 pg/ml y16 pug/ml).

El porcentaje de acuerdo entre las técnicas fue del 98,9%, y el indice kappa (K=0,97) indicé una

correlacién casi completa.

Figura 9. Heterorresistencia de la cepa 59 detectada mediante tira de gradiente de

eritromcina.

R/

% Tetraciclina
La microdilucién en caldo identific6 mas cepas resistentes (77 aislamientos) que las tiras de

gradiente antibidtico (74 aislamientos). La concordancia entre ambos métodos fue del 96,8% y
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el indice kappa (K= 0,89) indicé una correlacidn casi completa; sin embargo, el valor de este
indice fue el mas bajo entre todos los antimicrobianos que hemos comparado. Las medianas
por microdilucién en caldo y por tiras de gradiente antibidtico son 64 ug/ml y 128 ug/ml

respectivamente, y no habia diferencias significativas entre ambos métodos (p= 0,108).

0,

*» Clindamicina

El método de tiras de gradiente antibidtico identificd dos cepas resistentes mds que el método
de microdilucion en caldo, 21 aislamientos frente a 19. La concordancia entre ambas técnicas
fue del 97,9% y la indice kappa (K= 0,93) establecié una correlacién casi completa entre ellas.
Las medianas obtenidas fueron de 0,25 pg/ml para microdilucion en caldo y de 0,5 pug/ml para
tiras de gradiente antibidtico. La U de Mann—Whitney mostré diferencias significativas entre

ambos métodos (p= 0,022).

La comparacion de ambos métodos se ha hecho mediante la concordancia categérica y
esencial; un método comunmente usado para comparar diferentes métodos de sensibilidad

antibidtica.

La concordancia categdrica se basa en las categorias clinicas de sensible, intermedio vy
resistente establecidas por los puntos de corte. Un error muy grave se define como una cepa
resistente por el método de referencia y sensible por el método en comparacion. Un error
grave seria si la cepa es sensible por el método de referencia y resistente por el otro método
en cuestion. Un error leve se define como un resultado de resistente o sensible por el método

de referencia e intermedio por el método que se compara o viceversa.

La concordancia esencial se basa en el nimero de CMI mas/menos una dilucion doble (+ log>)
con respecto al método de referencia. La Food and Drug Administration (FDA) requiere > 90%
de concordancia categérica y esencial, definiendo como: < 1,5% de errores muy graves, <3% de

errores graves y <10% de errores leves (130).

En el caso de ciprofloxacino, no hay errores graves ni leves. En el caso de eritromicina, hay un
error grave; el ya comentado en el apartado correspondiente y que se trata de la cepa
heterorresistente. De esta forma, sélo tenemos un 1,05% de errores graves en eritromicina. En
tetraciclina es donde encontramos mayores discrepancias; existiendo 3 cepas resistentes por

microdilucién y sensibles por tira de gradiente antibidtico. De esta forma, obtenemos un 3,16%
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de errores muy graves, no cumpliendo con las exigencias de la FDA. Con respecto a

clindamicina, encontramos un 2,11% de errores graves.

En cuanto a la distribucion de los aislamientos segun el numero de log, de diferencia entre
ambas técnicas hay que tener en cuenta ciertos aspectos debido a las limitaciones en nuestra

metodologia. Estos aspectos son:

e los valores concretos de concentracidn de antibidticos no son iguales entre ambas
técnicas comerciales. Por este motivo, para poder compararlas y determinar las diferencias

en el nimero de logaritmos entre ellas, hemos establecido que:

= Son CMI iguales si coinciden las CMI entre ambas técnicas o no son exactamente
las mismas (hecho inherente a las diferentes concentraciones establecidas por los

fabricantes) pero no llegan a tener un logaritmo de diferencia.

= Para determinar el nUmero de logaritmos que diferencian unas CMI de otras, en el
caso de que no sean multiplos exactos de 2, nos quedamos con la diferencia

menor.

e Se han excluido aquellas cepas con CMI fuera de rango. Por ejemplo, en el caso de
eritromicina, se trata de aquellas cepas cuyas CMI son > 256 ug/ml por tiras de gradiente
antibidtico y >64 pg/ml por microdilucién en caldo; ya que no es posible determinar el

numero de logaritmos de diferencia entre ellas.
e En el caso de ciprofloxacino, mediante tiras de gradiente antibiético la inmensa mayoria
presentaban una CMI > 32 ug/ml. En este caso hemos decidido establecer la CMI como 64

ug/ml para poder dar una idea del grado de concordancia con la microdilucion en caldo.

Asi, teniendo en cuenta todo esto, el grado de concordancia en cuanto a valores de CMI se

refiere, son los que presentamos en la siguiente tabla 19.
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Tabla 19. Concordancia esencial entre ambos métodos de sensibilidad utilizados.

N2 de aislamientos con el mismo o diferente resultado de %

cepas CMI por los métodos de microdilucion en caldo y tiras de Concordancia

gradiente antibiotico expresado en nimero de log, de

diferencia.
<5 5 4 3 2 1 Igual 1 2 3 4 5 25
Eritromicina 73 2 6 27 17 19 2 68,49
Ciprofloxacino 95 2 5 24 12 36 10 6 32,63
Tetraciclina 52 3 1 4 14 16 6 7 1 65,38
Clindamicina 95 1 2 7 54 21 7 2 1 86,32

Vemos que teniendo en cuenta las CMI obtenidas, los grados de concordancia son menores.
De hecho, para ciprofloxacino es tan sdélo del 32,63%; cuyo valor p de significacién estadistica
que obteniamos mediante la U de Mann Whitney (p < 0,001), refleja las diferencias entre las
medianas por ambas técnicas. El resto de los porcentajes de concordancia de CMI obtenidas
no son tan bajos como con ciprofloxacino. Nos llama la atencién que, para clindamicina, el
porcentaje de concordancia sea del 86,32% vy, sin embargo, la estadistica encontrara

diferencias significativas.

En cuanto a los demas antibiéticos probados hemos encontrado que con respecto a los
aminoglucésidos las cepas son mucho mds sensibles a gentamicina (96,8%, microdiluciéon en
caldo) que a tobramicina (57,9%, tiras de gradiente antibiotico). Solo el 57,9% de las cepas

fueron sensibles a amoxicilina—acido clavulanico y todas ellas lo fueron a imipenem.

En las siguientes figuras podemos observar de forma grafica la distribucion de CMI para cada
antimicrobiano. En el caso de ser un antibiético para el que se han realizado ambas técnicas, la

distribucién por cada una de ellas se representa con distintos colores.
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Figura 10. Distribucién de CMI (% de cepas) de eritromicina mediante ambos métodos (Rojo:

microdiluciéon en caldo; azul: difusién con tiras de gradiente antibidtico).
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Figura 11. Distribucion de CMI (% de cepas) de tetraciclina mediante ambos métodos (Rojo:

microdilucién en caldo, azul: difusién con tiras de gradiente antibiético).
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Figura 12. Distribucién de CMI de tobramicina mediante tiras de gradiente antibidtico (%

cepas).

30

25

20

15

10

Distribucion de CMI de Tobramicina

=

=256 F

128
192
256

Figura 13. Distribucién de CMI de gentamicina mediante microdilucion en caldo (% cepas).
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Figura 14. Distribucién de CMI de amoxicilina—acido clavulanico mediante tiras de gradiente

antibidtico (% cepas).
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Figura 15. Distribucién de CMI de imipenem mediante microdilucion en caldo (% cepas).
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Figura 16. Distribucion de CMI (% de cepas) de clindamicina mediante ambas técnicas (Rojo:

microdilucién en caldo, azul: difusidn con tiras de gradiente antibidtico).
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En la Tabla 20, se observa que las cepas resistentes a eritromicina presentan también niveles
de resistencia mayores a varios antimicrobianos. Estas diferencias son estadisticamente

significativas en los casos de tetraciclina, tobramicina, gentamicina y clindamicina.

Tabla 20. Resistencia antibidtica entre las cepas resistentes y sensibles a eritromicina mediante

ambos métodos.

Antimicrobiano Cepas sensibles a eritromicina Cepas resistentes a eritromicina

No sensible (%) No sensible (%) Valor p (X?)
GA MDC GA MDC GA MDC
(N=72) (N=73) (N=23) (N=22)

Ciprofloxacino 67 (93,1) 68 (93,2) 23 (100) 22 (100) 0,182 0,194
Tetraciclina 52(72,2) 55 (75,3) 22 (95,7) 22 (100) 0,014 0,008
Tobramicina 25 (34,7) - 14 (60,9) - 0,051 -
Gentamicina - 0(0) - 3(13,6) - 0,002
Amoxicilina — 27 (37,5) - 14 (60,9) - 0,042 -

clavulanico
Imipenem 0(0) - 0(0) - - -
Clindamicina 2(2,8) 0(0) 19 (82,6) 19 (86,4) <0,001  <0,001
Multirresistencia 36 (50) 0(0) 23 (100) 22 (100) <0,001 <0,001

Las cepas resistentes a eritromicina son significativamente mas resistentes a todos los
antibidticos probados, excepto con ciprofloxacino por la nula actividad del mismo sobre todas

las cepas estudiadas.

En la siguiente tabla (tabla 21) podemos observar los diferentes patrones de resistencia mas
importantes obtenidos mediante ambos métodos de evaluacién de sensibilidad antibidtica. El

patron mas frecuente es el de la asociacién ciprofloxacino y tetraciclina, con un porcentaje

superior al 70%.
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Tabla 21. Patrones de multirresistencia de interés (E: eritromicina, CIP: ciprofloxacino, TET:

tetraciclina, GM: gentamicina, TOB: tobramicina, AUG: amoxicilina-clavulanico).

Antimicrobiano

E CIp TET GEN TOB AUG N (%) N (%)
R R (2?2) (23?2)
R R R (2?2) (2?2)
R R R R 3(3,2)
R R R R ( 1]:'17)
R R R R R - (7? a)
R R (Zag) (72,38)
R i R (3?2)
R R R (3?7)
R R R R - ( 1:;,58)
i R (223?2) (223?2)
i R R 52 (1)
R R R R - (7? a)

En la tabla 22 y figuras 17-20 se recoge la evolucion anual de los datos de resistencia a los

diferentes antimicrobianos excluyendo el afio 2010 en que se recogieron muy pocas cepas.
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Tabla 22. Porcentajes de resistencia a diversos antimicrobianos en cada uno de los anos del

estudio.

Porcentaje de resistencia

Aiio Amoxicilina-
Ciprofloxacino  Eritromicina Tetraciclina Tobramicina Clindamicina Multirresistencia
clavulanico
2011
100 25 78,6 21,4 57,1 17,9 67,9
(N=28)
2012
87,5 6,25 87,5 62,5 37,5 6,25 68,8
(N=16)
2013
90 26,7 70 53,3 40 23,3 60
(N=30)
2014
100 31,3 87,5 37,5 37,5 37,5 56,3
(N=16)

Figura 17.Evolucidn de la resistencia a ciprofloxacino y eritromicina en el periodo 2011-2014.
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Figura 18. Evolucidn de la resistencia a tetraciclina y tobramicina en el periodo 2011-2014.
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Figura 19. Evolucién de la resistencia a amoxicilina—acido clavuldnico y clindamicina en el

periodo 2011-2014.
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Figura 20. Evolucidn conjunta de la resistencia a los antibidticos en el periodo 2011-2014.
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Como podemos ver las tendencias son diferentes segun el antimicrobiano de que se trate.
Tanto ciprofloxacino como eritromicina y clindamicina muestran una tendencia ascendente a
partir del aflo 2012. En cambio, tobramicina y amoxicilina — acido clavulanico muestran una
tendencia al descenso, aunque no muy acusada en este Ultimo. Con respecto a tetraciclina se
observan picos sucesivos de aumento y descenso, siempre dentro de un porcentaje alto de

resistencias.
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Mecanismos moleculares de resistencia a ciprofloxacino.

La técnica de MAMA-PCR permite detectar la mutacion en el gen gyrA, sustitucidn
aminoacidica Thr86lle, responsable de la resistencia a ciprofloxacino. Ochenta y cuatro de las

cepas (93,3%) resistentes a ciprofloxacino presentan la modificacién Thr86lle en GyrA.

Sin embargo, 6 cepas, correspondiente al 7%, no presentaban la mutacién segun los resultados
de esta técnica, ni tampoco el alelo correspondiente a la forma salvaje (WT, wild type) del gen.
Secuenciamos la regidn QRDR con la intencidn de detectar otras posibles mutaciones que
justificaran la resistencia a ciprofloxacino en estas 6 cepas y dos que habian presentado una
amplificacidn débil del gen mutante. Todas las cepas presentaron la sustitucién Thr86lle que
confiere resistencia a quinolonas (tabla 23), por lo que detectamos 6 falsos negativos en esta
técnica. Ademads, en tres cepas (25, 52 y 108) se asocié también con la sustitucién Asp90Asn
gue confiere resistencia moderada, pero todas estas cepas al presentar la mutacién doble,

desarrollaron un alto nivel de resistencia: CMI de 32 ug/ml .

Adicionalmente se detectaron otras mutaciones como Phe99Phe (7/8 cepas) y Ser157Ser (7/8

cepas) que no dan lugar a resistencia.
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Tabla 23.Mutaciones detectadas tras la secuenciacion de la region QRDR de 8 cepas resistentes

a ciprofloxacino.

Mutacién puntual

Sustitucion aminoacidica

Repercusién funcional

ACT = ATT Thrs6lle Res!stenua a
18 quinolonas
TIT=>» TTC Phe99Phe No
AGC = AGT Ser157Ser No
ACT = ATT Thrs6lle Res!stenua a
quinolonas
25 GAT = AAT Asp90Asn Res!stenua a
quinolonas
TIT=>» TTC Phe99Phe No
AGC = AGT Ser157Ser No
ACT = ATT Thrs6lle Res!stenua a
quinolonas
52 GAT = AAT Asp90Asn Res!stenua a
quinolonas
TIT=>» TTC Phe99Phe No
AGC = AGT Serl57Ser No
ACT = ATT Thr86lle Res!stenua a
60 quinolonas
TIT=>» TTC Phe99Phe No
AGC = AGT Serl57Ser No
ACT = ATT Thr86lle Res!stenua a
20 quinolonas
TIT=>» TTC Phe99Phe No
AGC = AGT Serl57Ser No
ACT = ATT Thrsélle Res!stenaa a
99 quinolonas
AGC = AGT Serl57Ser No
ACT = ATT Thrsélle Res.lstenaa a
104 quinolonas
TIT=>» TTC Phe99Phe No
ACT = ATT Thr8élle Res!stenaa a
quinolonas
108 GAT = AAT Asp90Asn Res!stenaa a
quinolonas
TIT=>» TTC Phe99Phe No
AGC = AGT Serl57Ser No
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Mecanismos moleculares de resistencia a eritromicina.

La técnica de MAMA-PCR permite detectar la presencia de la mutacién A2075G en el gen del
ARNr23S, que es responsable de resistencia a eritromicina. Esta mutacion estaba presente en
21 (91,3%) de las 23 cepas resistentes. En las cepas 59 y 75 la amplificacion del gen salvaje
demostré que las tres copias del gen no estdan mutadas. Las CMI de las cepas 59 y 75 son 12
pug/ml y 2256 pg/ml respectivamente mediante el método de difusién con tiras de gradiente

antibidtico.

Se confirmaron mediante el método de PCR—RFLP todos los casos de mutacidon A2075G, y en
las dos cepas que no tenian todas las copias del gen mutadas encontramos también la
secuencia correspondiente al gen salvaje. No encontramos la mutacién en la posicidon 2074 en

nuestras cepas.

En dos cepas resistentes a eritromicina no hemos encontrado ninguna de las mutaciones que
estudiamos y, aunque se realizd una PCR para detectar el gen ermB en todas las cepas con

fenotipo de resistencia, no lo hemos hallado en ninguno de nuestros aislamientos.

Finalmente, en la tabla 24 se resumen los mecanismos moleculares de resistencia a

ciprofloxacino y eritromicina que hemos encontrado.
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Tabla 24. Mecanismos moleculares de resistencia a ciprofloxacino y eritromicina detectados en

la coleccion de cepas.

Categoria MAMA-PCR MAMA-PCR PCR- RFLP PCR-RFLP
WT MUT Bsal BceAl
Sensible a + _ 5
ciprofloxacino
(N=5)
84
Resistente a = +
ciprofloxacino
63
(N=90) - -
71
Sensible a + -
eritromicina D
(N=72) - -
- + + _ 19
Resistente a %
eritromicina + + + -
(N=23) S
+ j _ _ 2

@ Estas cepas se secuenciaron y todas presentron la sustitucidon Thr86lle.
bEste caso corresponde a la cepa 42. No se detectd ni el gen salvaje ni el mutante, posiblemente debido
a una inhibicién de la reaccion de amplificacion.

‘Cepas 59 y 75 presentan ambos genes, salvaje y mutante.

dCepas 10y 34.

Epidemiologia molecular

La técnica de ECP se realizd en 95 cepas, de las cuales fueron tipificables 94 (98,9%), ya que la
cepa 12 no produjo ningln patréon de bandas tras tres intentos de tipificacion. Las cepas
presentaron una elevada diversidad genética detectandose 33 pulsotipos distribuidos en 21
pulsotipos Unicos y 12 con un nimero cepas entre 2 y 12 (tabla 25), al aplicar un punto de
corte de similitud igual o superior al 80% (95,131). Los grupos A-D presentaron diez 0 mas

cepas cada uno.
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Tabla 25. Grupos de cepas establecidos mediante ECP y distribucidon temporal de las mismas.

Grupo | Pulsotipo Imagen del gel 5010 D;s(;c;ilbuczizr;;en;gci;al 5014 Total
A | smais A i ; -l e | 6 | - | 12
B Sma2 I 1| 5 | 1| 3 - | 10
C | sma9 TR AL s | -] -] 6 | 11
D Smal | i 1| 4 | 1| a4 - | 10
E Sma7 | . | 1 | 4 | 2 - - 7
F Smal4 i 1 N - - 1 - 1 2
G | smai7 | L b - - 1| 3 - | 4
H | sma23 | il - - 1| a] - |5
| Sma6 Il 1 1 - 2 - 4
J Sma29 .' I . ! - - - - 3 3
K | sma21 | | i 1 - - - 2 1 | 3
L | smas TN A N

4 | 21 | 13 [ 24 | 11 | 73

La técnica de PCR-RFLP del gen flaA también permitié tipar 94 de las 95 cepas, siendo esta vez
la cepa 64 la que no origind ningln patrén de bandas. Esta técnica clasificé a las cepas en 50
tipos, de los cuales 30 pertenecian a cepas individuales y los otros 20 tipos agrupaban a 64
cepas en grupos de entre 2 y 8 aislamientos con un punto de corte de similitud del 100% (tabla

26). Los tipos Dde2 y Dde27 aparecieron en 6 y 8 cepas respectivamente.
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Tabla 26. Grupos de cepas establecidos por PCR-RFLP del gen flaA y distribucion temporal de

las mismas.
Tipo Distribucion
(PCR-
| Total
Grupo | prip magen 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | T°@
flaA)
| Dde27 l 1 U ] ] 2 6 8
I Dde2 - 2 2 2 - 6
I Dde5 1 1 ; 3 ; 5
IV | Dde36 ; ; 1 3 - 4
V | Dde3s ] ; ; 4 ] 4
VI | Dde11 ] 4 ] ] ] 4
VIl | Dde2s - ] 2 - 3
VIl | Dde4 - 1 - 1 3
IX | Dde29 - ] 1 - 3
X | Ddel0 1 ; ] 2 ; 3
XI | Ddel? 1 2 - - - 3
Xl | Dded6 ; ; ; ; 2 2
Xl | Dde43 - - - 1 1 2
XIV | Dde37 - - - 1 1 2
XV | Dde6 i 2 ] i ] 2
XVl | Dde9 ; 2 ] ; ; 2
XVIl | Ddel4 1 1 ] ; ; 2
XVl | Dde28 ] ] 1 1 ] 2
XIX | Dde7 i ]! - 2 - - - 2
XX | Dde40 ] R E T T 2
4 | 17 | 11 | 21 | 11 | 64

A la hora de detectar posibles brotes, no hacemos referencia a criterio espacial alguno ya que

todas las cepas pertenecen a pacientes del distrito sanitario Sevilla, hemos aplicado dos

criterios temporales, 11 diasy 2 meses entre las fechas de aislamiento de las cepas.

Al considerar el criterio temporal de 11 dias, observamos en la tabla 27 una relacion de los

posibles brotes detectados mediante ECP y mediante PCR—RFLP del gen flaA, incluyendo los




porcentajes de similitud y los resistotipos, donde las cepas pueden tener una diferencia en un

antibidtico como méaximo, segun el criterio utilizado por Pérez Boto (98) en su trabajo.

Tabla 27. Posibles brotes detectados por ECP y PCR-RFLP del gen flaA aplicando el criterio

temporal de 11 dias.

Brotes ECP % de similitud B;c::tf: ;;:: . % de similitud Resistotipo
1,7 80,14 No 62,35 ErySCipfTet Tob'AmxS
agrupadas
No 56,21 2,7 100 ErySCip~Tet*TobSAmx"
agrupadas
Cepa 12 no - 12,20 100 Ery*Cip*Tet*Tob Amx®
tipificable !
33,35 100 33,35 100 Ery*CipRTet’Tob’Amx®
72,73 100 72,73 100 Ery*CipRTet’Tob'Amx®
100, 101 88,89 100, 101 100 EryRCipfTet*Tob'Amx®
109, 111 80,83 109, 111 100 Ery>CipRTet*TobSAmx”
114, 115 87,25 114, 115 100 Ery*CipRTetfTob’Amx®

*: El asterisco indica que existe una discrepancia con respecto al antibiético en cuestion entre las cepas

gue conforman el posible brote.

Mediante ECP vemos que aparecen 6 posibles brotes con dos cepas en cada uno de ellos. Por
tanto, del total de las 73 cepas relacionadas genéticamente, tras la aplicacion de los criterios
de seleccidn solamente quedaron 12, lo cual supone una reduccion del 83,6%. Siete posibles
brotes, con dos cepas cada uno, se detectaron con PCR—RFLP del gen flaA. Por tanto, sélo 14
de las 64 cepas relacionadas genéticamente, cumplian los criterios de seleccidn, lo que supone

una reduccion del 78,1%.

Es de destacar que ambas técnicas han identificado 5 brotes con las mismas cepas incluidas.

El segundo criterio temporal de dos meses podria ser el mas adecuado para detectar posibles
fuentes de contaminacién de alimentos asociadas a una manipulaciéon deficitaria de los
mismos, en lugar de relacionar casos que se han infectado en el mismo dia y lugar y a través

del mismo medio.

Asi, mediante ECP y utilizando este criterio obtendriamos 20 posibles brotes que incluyen a 49
cepas, y la reduccién de las cepas genéticamente relacionadas seria de un 32,9% (tabla 28). Sin
embargo, mediante PCR-RFLP del gen flaA encontramos 12 posibles brotes que involucran a 30

cepas (Tabla 29). De esta forma la reduccién de cepas al seleccionar los posibles brotes seria
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de un 53,1%. En las tablas 28 y 29 aparecen sombreadas las cepas incluidas en brotes por

ambas técnicas.

Tabla 28. Grupos de cepas y posibles brotes obtenidos por ECP con un criterio temporal de 2

meses.

Posibles brotes

N¢ cepas (Pulsotipo)
Nombre y cepas
A.1:46,53y50
A.2:52,62y 82
A 12 (Sma1l5)
A.3:59y 69
A.4:55y 56
B.1:22y 25
B.2:32y 34
B 10 (Sma2)
B.3:2y 39
B.4: 85y 92
C.1:18y 36
C 11 (Sma9) C.2:23y 30
C.3: 105, 109, 111, 114, 115, 116
D 10(Smat) D1:1,6y7
D.2: 65,68y 70
E1:11y 14
E 7 (Sma7) E.2:33y35
E.3:37y 40
F 2 (Smal4) NO
G 4 (Smal7) G.1:60y 61
H 5 (sma23) H.1: 72y 73
H.2: 89y 90
I 4 (Sma6) NO
J 3 (Sma29) J.1: 100, 101 y 110
K 3 (Sma21) NO
L 2 (Smab5) NO
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Tabla 29. Grupos de cepas y posibles brotes obtenidos por PCR-RFLP del gen flaA con un

criterio temporal de 2 meses.

Posibles brotes

N2 de cepas (Tipo)
Nombre y cepas
| 8 (Dde27) l.a: 105,109, 111, 114, 115y 116
I 6 (Dde2) la:2y7
Il.b: 46 y 47
n 5 (Dde5) I1l.a: 55y 93
v 4 (Dde36) NO
Vv 4 (Dde35) V.a:61,71,72y 73
Vi 4 (Ddel1) Vl.a: 14y 36
VI 3 (Dde 25) Vil.a: 68y 70
VI 3 (Dde4) NO
IX 3 (Dde29) IX.a:51y 63
X 3 (Ddel0) NO
Xi 3 (Ddel7) Xl.a: 33y 35
Xl 2 (Dde4dé6) Xll.a: 100y 101
Xin 2 (Ddedé6) NO
Xiv 2 (Dde37) NO
XV 2 (Dde6) NO
XV 2 (Dde9) XVl.a: 12y 20
Xvil 2 (Dde14) NO
XVl 2 (Dde28) NO
XIX 2 (Dde7) XIX.a: 9y 30
XX 2 (Dde40) NO

Los posibles brotes comunes con el criterio temporal de 11 dias (ver tabla 27) también lo son
con el de dos meses; aunque dos de los posibles brotes se agrupan para formar uno solo
(cepas 105,109, 111, 114, 115y 116) y ademas aparece otro posible brote comun formado por
las cepas 68 y 70. Finalmente, la cepa 12 forma parte de un brote junto a la cepa 20 mediante

tipificacion del gen flaA; pero la cepa 12 no fue tipificable por ECP.

La relacién entre las cepas a través de la tipificacion molecular deberia completarse con los
datos epidemioldgicos clasicos (108), ya que sin una conexién entre los casos que determine

un origen comun (un restaurante, un trabajo, un supermercado, etc...), es dificil establecer de
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forma inequivoca un brote. En nuestro caso no fue posible realizar entrevistas a los pacientes

con el objeto de recoger datos especificos, y en las historias clinicas estos estaban ausentes.

Hemos calculado el indice de Simpson (SID) para ambas técnicas. Este indice permite
cuantificar el poder discriminativo de una técnica y se define como la probabilidad promedio
de que el marcador utilizado clasifique en 2 tipos distintos a 2 cepas no relacionadas escogidas
al azar de la poblacion de un determinado taxén (131). Los resultados son los que aparecen en
la tabla 30. La diferencia en los valores para ambas técnicas (p < 0.001) se debe al diferente
punto de corte de similitud que hemos utilizado para considerar a dos cepas como del mismo
tipo; siendo del 80% para ECP y del 100% para PCR-RFLP del gen flaA. Por este motivo podria

parecer que la técnica de tipificacion del gen flaA tiene mayor poder de discriminacién.

De hecho, si los grupos incluyeran inicamente cepas idénticas (100% de similitud), mediante la
técnica de ECP, aparecerian 73 tipos distintos de 94 cepas totales y 12 grupos de entre 2y 5
cepas que aunan 33 casos. Si calculamos el indice de Simpson en estas condiciones, el valor
que obtenemos es de 0,992 (Cl 95%= 0,987 - 0,997) (Datos no incluidos en la tabla). Por tanto,
en igualdad de condiciones, ECP tiene mayor poder de discriminacion que la PCR-RFLP del gen

flaA con una diferencia estadisticamente significativa (p= 0,007).

Tabla 30. Distribucién de las cepas mediante ECP y PCR-RFLP del gen flaA y posibles brotes

detectados segun el criterio temporal utilizado (11 dias versus 2 meses)

Técnica Condiciones SID (C1 95%) N2de tipos Tipos tnicos Grupos FOSIBIEs
(cepas) brotes

1%0p.1.5%T 11 dias: 6
ECP ol (punto de 0'?4015269)23 33 21 12(73) ——
corte 80%) ' 2 meses: 20
9 (v L
PCRRFLP  POP-LS%T 4 o0 (0.969 11 dias: 7
del gen flaA ol (puntode 988) 20 30 20(64) ————
& corte 100%) ' 2 meses: 12

Los indices obtenidos nos indican que esta bacteria se caracteriza por una gran
heterogeneidad genética y el alto poder de discriminacién de ambas técnicas. En la practica el
indice de Simpson debe tener un valor de entre 0.90 y 0.95 para que un método se considere

robusto (96,131-133).

La concordancia entre ambos métodos se determind calculando los coeficientes de Rand y
Wallace. El coeficiente ajustado de Rand se usa para evaluar el grado de concordancia entre

dos métodos de tipificacion y el coeficiente de Wallace es una estimacidon sobre cudnta

101



informacién nueva se obtiene con un método en comparacién con otro (96). Un valor de 1
significaria que los métodos son totalmente congruentes. Un valor de 0 indica que todos los
individuos no diferenciados por el primer método son completamente diferenciados en grupos
distintos por el segundo método; es decir, son totalmente incongruentes (134). Es decir, este
coeficiente nos dice, una vez realizado una técnica de tipificacién concreta, cuanta informacion
nueva se obtiene de otro método de tipificacion diferente. Un valor alto de este coeficiente
indica que las separaciones definidas por un método se podrian haber predicho de los
resultados del primero, sugiriendo que ambas metodologias son redundantes (133). La
concordancia entre los dos métodos aplicados fue baja, con un coeficiente ajustado de Rand
de 0,164 (95% ClI = 0,048 — 0,284), un coeficiente de Wallace para la combinacién ECP/PCR-
RFLP flaA de 0,111 (95% Cl= 0,038 — 0,184) y el mismo para la combinaciéon PCR-RFLP flaA/ECP
de 0,318 (95% Cl= 0,128 — 0,519). A pesar de que estos valores nos indican una baja
congruencia entre los métodos aplicados, y que por tanto no son redundantes, existen
coincidencias en los posibles brotes encontrados, sobre todo cuando aplicamos el criterio
temporal mas restrictivo de 11 dias, donde existen 5 brotes coincidentes. Sin embargo, cuando
aplicamos el criterio de 2 meses aparecen 20 posibles brotes por ECP y solo 12 mediante PCR-
RFLP flaA. Por ambos métodos aparecen brotes que no son coincidentes y tal vez esto es un

reflejo de la falta de concordancia entre los métodos.

Finalmente hemos evaluado la posible existencia de una relacidon clonal entre las cepas
pansensibles asi como de las cepas panresistentes y como se puede observar en la tabla 31, no

existe relacion alguna.
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Tabla 31. Pulsotipos y tipos flaA de las cepas sensibles y resistentes a todos los

antimicrobianos considerados

‘ Cepa pansensible ECP* PCR-RFLP gen flaA **
68 P1 X24
80 P23 X40
‘ Cepa panresistente? ECP* PCR-RFLP gen flaA **
20 P11 X9
21 P6 X13
61 P17 X35
75 P25 X38
89 P23 X36
92 P2 X43
96 P28 X42

* (1%0p.1.5%Tol. Punto de corte de similitud: 80%)
** 1%0p.1.5%Tol (Punto de corte de similitud: 100%)

aCepas panresistentes excepto para imipenem (la sensibilidad es una constante).
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DISCUSION
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Aspectos clinicos y demograficos

En primer lugar hemos analizado las caracteristicas demograficas de los 95 pacientes de
nuestro estudio asi como la sintomatologia y otros aspectos clinicos relevantes de los

pacientes hospitalizados.

Michaud y colaboradores (135) en 2001 encuentran que la media de edad de los pacientes fue
de 25 afios (rango: 10 meses a 85 afios), presentando la mayor proporcién en los grupos de
20-24 afos y 45—-64 aios, con un 17% en ambos rangos de edad. En comparacidn con nuestros
pacientes, aquellos presentan una edad mucho mas avanzada, ya que nuestra media de edad
son 6 afios y el mayor porcentaje de pacientes se da en nifios de entre 1y 5 afos, con el 43,5%
de todos los casos, aunque si coincidimos en que uno de los grupos con mayor porcentaje de

pacientes es también el de mas de 40 afios con un 17,4% de los casos.

En nuestro caso, la sintomatologia es similar a lo previamente descrito, diarrea (92%), dolor
abdominal (86%) y fiebre (60%), asi la diarrea la presentaron el 86,7% de los pacientes, el
dolor abdominal el 53,3% vy la fiebre el 66,7%. No obstante, sélo uno de los pacientes presentd
diarrea sanguinolenta (6,7%), mientras que en el estudio de estos autores el porcentaje fue
del 25%. Un 12% de los pacientes estuvo ingresado mas de 24 horas, mientras que nuestros
pacientes ingresados supusieron un 16,3% del total. Segin el metaandlisis de Domingues y
colaboradores (75), la existencia de una enfermedad crdénica subyacente es un factor de riesgo

en los casos esporadicos de campilobacteriosis.

El 47% de los pacientes de su estudio fueron tratados con antibidticos, mientras que, en
nuestros pacientes hospitalizados, 10 (66,7%) recibieron antibioterapia, probablemente por

tratarse mayoritariamente de pacientes con patologia subyacente.

Un estudio de 2003 del servicio inglés de vigilancia epidemiolégica de Campylobacter (136)
encuentra un rango de edad desde menos de un mes hasta los 94 afios, con una media de 39.
En nuestro caso, el rango de edad también va desde un bebé de 20 dias hasta un anciano de
86 afios, y la media de edad es de 6 afios. La diarrea (96%), el dolor abdominal (86%) y la fiebre
(81%) fueron también los sintomas mds comunes, tal como ocurre en nuestros pacientes. Sin
embargo, también en este trabajo los casos de diarrea sanguinolenta fueron el 28% del total;
mientras que sélo el 6,7% (correspondiente a un paciente) de nuestros casos hospitalizados lo
padecieron. En este estudio el 10% de los pacientes estuvieron hospitalizados, un porcentaje

ligeramente menor que el nuestro. El rango de duracion de la enfermedad fue de 0 a 701 dias.
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En nuestro trabajo no tenemos este dato; pero en uno de los casos el dolor abdominal era de
un ano de evolucion, con diarrea y fiebre intermitente. Ademas, encontramos también una
paciente no hospitalizada que cuenta con dos cepas separadas 4 meses y que, como

enfermedad subyacente, padecia una inmunodeficiencia primaria.

En 2011 en un trabajo sobre un brote de campilobacteriosis relacionado con el consumo de
guisantes contaminados (137), con resultados similares a los nuestros, destacan que el rango
de duracion de diarrea fue desde 1 a 74 dias, con una media de 9 dias. Por tanto, volvemos a
encontrar casos que se prolongan durante meses, al igual que en nuestro trabajo. Solamente 5
de los pacientes fueron hospitalizados (5,1%), en comparacién a nuestro 16,3% de ingresos y

se detectd un caso de sindrome de Guillain—Barré.

Niederer y colaboradores (138) realizan un trabajo donde estudian las caracteristicas
genotipicas y la sensibilidad antibidtica de cepas de C. jejuni diferenciando entre casos
adquiridos en el extranjero y casos autéctonos. Encuentran una mayor prevalencia de casos en
hombres (57,2%), muy cercana a la nuestra, y aunque aln no se sabe a ciencia cierta a qué se
debe, se ha especulado que puede haber diferencias entre los géneros con respecto a los
habitos de cocinado y manejo de las carnes. Sin embargo, esta teoria no se confirma debido a
gue estas diferencias se presentan también en niflos menores de un afo. En nuestro estudio,
aunque el nimero de pacientes en este rango de edad es escaso, en los nifios menores de un
afio también hay una ligera prevalencia del género masculino. En el siguiente grupo etario,
nifios entre 1y 5 afios, la diferencia es mas evidente, ya que el 70% son varones. Sin embargo,
a partir de esta edad las diferencias no son tan obvias hasta llegar al grupo de mayores de 40
afios, donde el 75% de los pacientes son hombres. Por tanto, la campilobacteriosis es mas

prevalente en el género masculino, especialmente en la nifiez temprana y en la etapa adulta.

Volvemos a encontrar unas medias de edad muy superiores a las nuestras, con 30 afios en el
grupo de las infecciones adquiridas en el extranjero y 38 afios en las adquiridas localmente.
Probablemente esto tenga que ver con los habitos y costumbres diferentes segin los paises
donde se estudia. En el metaandlisis de Domingues y colaboradores (75) sobre las fuentes
atribuidas a los casos de campilobacteriosis, comentan que en la poblacidn infantil el contacto
directo con el pelaje contaminado, las heces de los animales de granja o los alrededores por
ejemplo durante una visita con el colegio, puede suponer un factor de riesgo diferente al de la
poblacién general, ademas del hecho del menor cuidado con la higiene de manos durante y

después de las visitas. Sin embargo, sélo tres estudios han evaluado este fendmeno, y no
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encontraron diferencias significativas en el impacto de otras vias de transmisién de la

enfermedad en nifos y en la poblacidn general.

En 2013, Lévesque y colaboradores (107) realizan un estudio de enteritis por Campylobacter
adquiridas localmente en una regién de Quebec y encuentran que la mediana de edad fue de
34 afios, con rango entre 9 meses y 85 afios similar al nuestro, pero la mediana es mucho mas
alta. Observaron que la incidencia de campilobacteriosis varia considerablemente con la edad
y el sexo. En general, la incidencia entre los nifios de 0 a 4 afios fue significativamente mayor a
la de la poblaciéon general, tanto en la rural como en la urbana. Ademas, en el caso de la
poblacién rural, hubo dos grupos de edad en que también la incidencia era mayor: la etapa de
15 a 34 afios y en los mayores de 75 afios. Con respecto a nuestros resultados, que
corresponden a areas urbanas, si vemos como el grupo etario de entre 1 y 5 afios es el que
mayor porcentaje de casos presenta. Sin embargo, también el grupo de edad de mas de 40

afios representa un porcentaje importante de los casos.

Bessede y colaboradores (11) comparan las caracteristicas de los pacientes infectados por C.
jejuni, C. coliy C. fetus, y tras un analisis multivariante los pacientes con infecciones por C. coli
eran significativamente mayores que aquellos infectados por C. jejuni y la infeccién por C. coli
se asociaba a los viajes al extranjero. Encuentran que C. jejuni, a diferencia de C. coli, tiene una
marcada estacionalidad, con una incidencia que casi se dobla durante la temporada de verano,
debido a un aumento de la poblacién de C. jejuni en la comida, especialmente en el pollo, asi
como a diferentes habitos culinarios (barbacoas, menos coccidon o contaminacién cruzada en
ensaladas). En nuestro caso, en el periodo estival (mayo hasta septiembre) se aislaron un

33,8% de las cepas.

Resistencia a antimicrobianos

En el afio 2014, la EFSA (European Food Safety Authority) publicd un informe (71) donde
realiza un andlisis de las tendencias durante el periodo 2006 — 2012 en paises comunitarios y

extracomunitarios.

Los mayores niveles de resistencia de C. coli en humanos en el afio 2012 fueron a acido
nalidixico (69,9%; N=1.002) y ciprofloxacino (69,0%1; N=1.322); seguidos de tetraciclina
(49,7%; N=328) y ampicilina (36,0%; N=926). Concretamente, en los datos referentes a Espafia,
las tasas de resistencia fueron: acido nalidixico, 95,5%; ciprofloxacino, 86,4%; tetraciclina,

79,5%; eritromicina, 27,3% y gentamicina, 13,6%. Si comparamos estos datos globales de
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Espafia con los obtenidos en nuestro trabajo, encontramos que la resistencia a ciprofloxacino
es ligeramente mas baja, a tetraciclina y eritromicina es muy similar, a gentamicina, algo
inferior mientras que a tobramicina, la tasa es mas alta. En cuatro de los seis paises, hubo una
correlacién muy alta entre la resistencia a acido nalidixico y ciprofloxacino, tal y como ocurre
en nuestro trabajo. En otros dos paises, la resistencia a acido nalidixico fue superior. En cuanto
a las tendencias en resistencias, respecto a ciprofloxacino se observé un descenso en 2011 en
varios paises incluido Espafia (78,4%; N=51), aunque en nuestro trabajo las cepas recogidas en
2011 suponen un 29,5% del total y todas ellas fueron resistentes a ciprofloxacino mientras que
en el afio 2012 las tasas de resistencia a ciprofloxacino fueron mas bajas (87,50%). En cuanto a
eritromicina, hubo un pico de resistencia en 2011 en varios paises de Europa, siendo Espafia el
pais con el pico mas sobresaliente, aunque sélo se testaron 10 cepas en ese afio. De hecho, en
nuestro analisis de tendencias, hemos excluido el afio 2010, ya que solo incluimos 5 cepas y
un numero tan bajo podria distorsionar los resultados. En nuestro trabajo, si observamos las
tendencias en las graficas presentadas, vemos como en el afio 2011, un 25% de las cepas
fueron resistentes a eritromicina, cifra similar a la tasa global, y seguida de un descenso

notable en el afio 2012.

En cuatro de los paises participantes habian evaluado al menos 10 cepas para toda la bateria
de antibidticos, entre ellos Espaia. En nuestro pais, hubo un 0% de cepas sensibles a todos los
antibidticos y un 50% de cepas multirresistentes. La resistencia conjunta a ciprofloxacino y
eritromicina fue del 25%, siendo los valores mas altos de los cuatro paises valorados. En
nuestras cepas, de manera global, la multirresistencia es del 62,1% si tenemos en cuanta la
bateria de antibidticos testados por difusién con tira de gradiente antibiético y del 23,2% si
tenemos en cuenta la bateria por microdilucidn, que como ya expusimos en los resultados, no
contienen antibidticos betalactdmicos, como la amoxicilina-clavuldnico, y en lugar de
tobramicina, se prueba gentamicina; como también ocurre en este estudio y que puede
justificar las diferencias. En el caso de la resistencia conjunta a ciprofloxacino y eritromicina,

obtuvimos un porcentaje del 24,2%, muy similar a los encontrados en este estudio.

En los Emiratos Arabes Unidos, Sonnevend y colaboradores (113) evaltan las tasas de
resistencia en 41 cepas clinicas de C. jejuni aisladas de hospitales infantiles, y encuentran unos
niveles de resistencia a ciprofloxacino bastante préximos a los nuestros, mientras que todas las
cepas fueron sensibles a eritromicina. En otro trabajo realizado en Teheran (lrdn) por
Feizabadi y colaboradores (139), detectan un 61,7% de resistencia a ciprofloxacino en sus

cepas de Campylobacter; aunque si distinguimos por especie, en el caso de C. coli esta
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resistencia llega al 80%, niveles también muy altos y préximos a los encontrados en nuestro
trabajo. Globalmente, un 2,9% de las cepas fueron resistentes a eritromicina y ninguna de las
cepas de C. coli lo fue, lo cual puede deberse al escaso nimero de cepas estudiadas. Si nos
resulta sorprendente que tampoco ninguna de las cepas de C. coli fuera resistente a
tetraciclina y que la tasa global fuera del 20,5%, teniendo en cuenta los altos niveles de
resistencia a ciprofloxacino y que, en general, suelen ser los dos antibiéticos con mayores tasas
de resistencia en esta especie. No se detectaron resistencias a gentamicina ni imipenem,

similar a lo encontrado en nuestro trabajo.

Moore y colaboradores (122) hacen una revisién en 2006 de la epidemiologia de las
resistencias en Campylobacter spp. en todo el mundo, encontrando tasas superiores de
resistencia en C. coli y un aumento de estas tasas a lo largo del tiempo en ambas especies,
relacionadas en muchas ocasiones con el uso veterinario de antibidticos. En general, las
resistencias a quinolonas se mantienen a unos niveles muchos menores que los encontrados
en nuestras cepas, desde el 100% de sensibilidad hasta mas del 60% de resistencia en cepas
clinicas y ademas, en paises como Nueva Zelanda y Australia, los escasos casos de resistencia a
guinolonas procedian de cepas adquiridas en el extranjero. En macrélidos es, tal vez, donde se

encuentran mayores diferencias entre ambas especies.

En un estudio realizado en Suiza en 2012, Niederer y colaboradores (138) estudian, entre otros
aspectos, las tasas de resistencia de cepas de Campylobacter (425 C. jejuni y 42 C. coli),
diferenciando entre casos autdctonos y adquiridos en el extranjero. Las tasas de resistencia a
ciprofloxacino fueron mas altas en las cepas adquiridas en el extranjero (56%) que en las
cepas de casos autdctonos (39,4%), siendo estas diferencias significativas en aquellos casos
adquiridos fuera de los paises de la Unién Europea, principalmente Asia. Aunque Espania
pertenezca a la Unidn Europea, nuestras cepas tienen unas tasas muy altas de resistencia a
fluorquinolonas, por lo que creemos que un viaje a nuestro pais también supondria un riesgo
para adquirir estas cepas resistentes. En las cepas del estudio sélo una fue resistente a

eritromicina. No hubo diferencias significativas entre las dos especies de Campylobacter.

Gaudreau y colaboradores (140) obtienen un 50% y 18,4% de resistencia a ciprofloxacino y
eritromicina respectivamente en los aislamientos de C .coli obtenidos desde 2002 hasta 2013
en Quebec. Los niveles de resistencia a eritromicina son similares a los obtenidos en nuestro
trabajo; pero los de ciprofloxacino permanecen en un nivel muy inferior. De hecho sefalan que
las cepas adquiridas en el extranjero son mds resistentes a quinolonas, aunque no a

eritromicina y tetraciclina.
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Mukherjee y colaboradores realizan un estudio con cepas de C. jejuni en un hospital de la India
en 2014 (128), donde hacen referencia a las elevadas tasas de resistencia a ciprofloxacino que
se da en todo el pais (mas del 85%, como ocurre con nuestras cepas y también con las cepas
de C. jejuni aisladas de casos clinicos en Espafia: 84,1% en 2012 segun el estudio de la EFSA).
Sin embargo, con los macrélidos parecen darse importantes variaciones segun la region del
pais de que se trate, llegando a alcanzar valores del 22,2% en 2013 en el Norte de la India, y
manteniéndose en valores bajos del 0,7% desde 2008 a 2010 en el Este del pais. No obstante,
en este trabajo con 166 cepas de C. jejuni, un 4% fueron resistentes a azitromicina. Los autores
comentan que la azitromicina ha sido aprobada recientemente para el tratamiento de
numerosas infecciones en adultos y nifios, y que ademads los antibidticos en la India estdn
disponibles sin prescripcién médica, lo que probablemente llevara a un uso indiscriminado de
estos farmacos y la aparicién de resistencias. Con respecto a nuestro trabajo, vemos como las
cepas de C. jejuni del norte de la India tienen valores similares a nuestro nivel de resistencia a

eritromicina.

Otro estudio realizado en India en el afio 2014 (123), muestra unas tasas de resistencia del
100% a ciprofloxacino en 28 cepas de C. jejuni tanto humanas como de animales, alertando
de la subida de las resistencias con respecto a un estudio anterior realizado por el mismo
grupo. Estos niveles son incluso mas altos que los obtenidos en nuestro trabajo. No obstante,
teniendo en cuenta que en la India los antibidticos no necesitan prescripcion médica, es de
suponer que la regulacidn sobre los animales sea auin mas laxa y que las bacterias resistentes

sean un verdadero problema.

El grupo canadiense de Riley y colaboradores ha publicado en 2015 los datos de resistencia del
periodo comprendido entre 2011 y 2013 en Ontario (141). En este estudio, los niveles de
resistencia fueron similares para ambas especies estudiadas, algo superiores para C. coli. Aun
asi, las tasas de resistencia fueron del 41%, 12,8% y 53,8% para ciprofloxacino, eritromicina y
tetraciclina respectivamente; tasas inferiores que las encontradas en nuestras cepas. Ademas,
han encontrado una disminucién significativa de las resistencias a lo largo de los 3 afios del
estudio. En nuestro trabajo encontramos una disminucién en el afio 2012 de las tasas de
resistencia a ciprofloxacino y a eritromicina; no obstante, en 2014 los niveles se recuperaron y
para eritromicina fueron superiores a los afios anteriores. En el caso de tetraciclina, los niveles

de resistencias se mantuvieron mas o menos estables durante todo el periodo.

En un estudio publicado por Lehtopolku y colaboradores (142) en 2010 en Finlandia, detectan

una resistencia global a eritromicina del 1,1%, siendo de adquisicidn extranjera casi el 90% de
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ellas. En la colecciéon final y separando por especies, la resistencia a eritromicina fue
significativamente mas frecuente en C. coli que en C. jejuni. Las cepas de C. coli presentan un
83,3% de resistencia a ciprofloxacino, ligeramente inferior a nuestros valores. Ademas C. coli
fue mas resistente también a otros antimicrobianos como, por ejemplo, clindamicina (50%) y
tetraciclina (66,7%). Clindamicina presenta una mayor tasa de resistencia que en nuestro
trabajo, al contrario de lo que ocurre con tetraciclina. No obstante, es de resefiar que, de las
238 cepas que conforman su coleccién bacteriana, sélo 18 son C. coli, por lo que el tamafio
muestral puede estar condicionando estos resultados. Los autores comprueban que las cepas
resistentes a eritromicina presentan niveles superiores de resistencia a otros grupos de
antimicrobianos y mayores tasas de multirresistencia, como ocurre en nuestro trabajo,
detectando diferencias significativas en la resistencia a tetraciclina, aminoglucésidos,

amoxicilina-clavulanico y clindamicina, asi como en las tasas de multirresistencia.

Ge y colaboradores (143) recogen en su revision las tendencias de las resistencias de
Campylobacter tanto en EEUU como en Canada y Europa. Segun los datos recogidos por la
NARMS (FDA/CDC/USDA) del periodo 2007-2011, en el caso de C. coli |as resistencias fueron de
un 2,7% para macrolidos, y se mantuvieron casi sin variacion durante todo el periodo recogido.
En el caso de ciprofloxacino hubo un aumento desde el 28,6% en 2007 hasta el 35,8% en 2011,
y en tetraciclina de 41,91% hasta un 50,7%. En cualquier caso, son resistencias muy inferiores
a las nuestras. Sin embargo, en el caso de los informes emitidos por el organismo europeo
(EFSA/ECDC) en cepas humanas, los valores mas altos de resistencia se obtuvieron frente a
ciprofloxacino (44,4%) y acido nalidixico (47,8%), seguidos de ampicilina (35,3%) y tetraciclina
(30,5%). Los niveles de resistencia frente a eritromicina y gentamicina fueron bajos, de 3,5% y
0,4% respectivamente. Vemos cémo estos valores, aunque inferiores también, estan mas
cercanos a los recogidos en nuestro trabajo, principalmente en lo que a ciprofloxacino se
refiere. Asimismo, en los datos recogidos en México en un periodo algo anterior (2003—-2006),
un 61,9% de resistencia a ciprofloxacino y un 42,9% de resistencia a tetraciclina se detectaron

en las cepas clinicas.

Sifré y colaboradores (92), con las recomendaciones de EUCAST, estudian 419 cepas humanas
de C. coli aisladas entre enero de 2014 y septiembre de 2015 en Francia. C. coli, presentd un
9,3% de resistencia a eritromicina, un 64,44% a ciprofloxacino y un 70,17% a tetraciclina, tasas
de resistencia menores que las nuestras. Nos llama la atencidn la ausencia de resistencia a
amoxicilina-clavuldnico, ya que en nuestro trabajo encontramos un 26,3% de resistencia y un

15,8% de sensibilidad intermedia.
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En un estudio japonés (144) donde analizan las resistencias antibidticas de cepas de C. jejuniy
C. coli de alimentos y humanas se encontré un 41,2% de resistencia a ciprofloxacino siendo
todas estas cepas multirresistentes , hecho similar al nuestro. Destacan que las cepas
humanas son mas resistentes que las encontradas en los alimentos y que ademads eran

resistentes a uno o mas antimicrobianos.

Por tanto, podemos concluir que las cepas de C. coli presentan una alta tasa de resistencia a
antibidticos como ciprofloxacino y tetraciclina. La resistencia a eritromicina también es mayor
en las cepas de nuestro trabajo, y en Espafia en general, que en la mayoria de los paises
europeos, asi como la resistencia conjunta a ciprofloxacino y eritromicina, antibidticos de

primera linea en el tratamiento de las diarreas.

Comparacion entre los métodos de microdilucion en caldo y difusidon con

tiras de gradiente antibidtico.

Aunque hay pocos estudios en la literatura que recojan las diferencias entre ambos métodos,
Ge y colaboradores (145) evalian dos métodos de estudio: E-test y dilucidn en agar, utilizando
para ello 81 cepas de C. jejuni y 54 de C. coli obtenidas de productos carnicos recogidos del
area de Washington D.C. en 1999. Este estudio analiza los resultados obtenidos mediante
ambos métodos de forma similar al nuestro, donde se definid como concordancia o acuerdo
entre ambos métodos los valores iguales de CMI o CMI + 1 log,, sin embargo utilizan los
puntos de corte de enterobacterias del CLSI asi como los de la NARMS para eritromicina y
azitromicina; siendo estos generalmente mas altos que los empleados en nuestro trabajo. Las
CMI obtenidas por E-test para cada antimicrobiano, fueron siempre una o dos diluciones
inferiores con respecto a las obtenidas por dilucidon en agar en los extremos sensibles de los
rangos de CMI, mientras que tendian a dar CMI mucho mas altas en el extremo resistente de
los rangos de CMI. A menudo se producian diferencias de dos a cuatro logaritmos en los
valores de CMI obtenidos por ambos métodos, vy, sin embargo, los valores de CMIso y CMlgg
para tetraciclina y gentamicina se correlacionaron bien. Es decir, que tal y como vemos en
nuestro trabajo, existen diferencias en las CMI obtenidas segin el método empleado. Estos
investigadores obtuvieron una concordancia general del 61,9%; variando desde el 21,4% para
acido nalidixico hasta un 92,6% para gentamicina. La concordancia para ciprofloxacino fue del
85,2%, muy superior a la que encontramos en nuestras cepas. Ademas, las diferencias se
concentran en los valores mas altos de CMI por E-test en las cepas resistentes; en el caso de

las cepas sensibles, 4 de las 5 fueron concordantes entre ambos métodos, observacion que
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coincide con la realizada por estos autores. Por ello, dado que en nuestro trabajo la gran
mayoria de las cepas son resistentes, es posible que ésta sea la explicaciéon para la baja
concordancia entre los métodos, ya que en las cepas de este estudio americano sélo un 20,7%
eran resistentes a ciprofloxacino. Aun asi, todas las cepas se incluyen en la misma categoria
clinica por el método de difusion y el de dilucién. Por su parte, la concordancia en el caso de
eritromicina fue similar tanto en este trabajo como en el nuestro y ligeramente inferior en el

caso de tetraciclina.

En este trabajo se encuentran grandes discrepancias de CMI (mas de 4 diluciones) entre ambos
métodos en varios de los antibidticos probados, incluyendo acido nalidixico, ciprofloxacino,
doxiciclina y tetraciclina. En los cuatro antibiéticos comparados en nuestro trabajo, salvo en el

caso de eritromicina, también encontramos estas discrepancias.

A pesar de ello, los autores concluyen que existe una buena concordancia en general y que el
método de E-test es recomendable para la sensibilidad antibiética en Campylobacter, con
valores de concordancia general de hasta un 82,9%. Sin embargo, también indican que la
concordancia varia mucho segun el antimicrobiano de que se trate (y no segun la especie), tal y
como encontramos en nuestro trabajo, y que el E-test necesita de una mayor estandarizacion

para ciertos antimicrobianos.

En 2003, Luber y colaboradores (146) comparan los métodos de E-test, microdilucidn en caldo
y dilucién en agar para la evaluacion de la sensibilidad antibiética en C. jejuniy C. coli. En este
estudio determinan tanto el grado de concordancia de las CMI entre los métodos probados
como el indice kappa, que se calcula no con los valores de CMI, sino con la clasificacién en
categorias clinicas de las cepas; tal y como hemos hecho nosotros. La microdilucidn en caldo
tiende a dar valores de CMI a ciprofloxacino ligeramente superiores (la moda es un logaritmo
de diferencia) e identificé una cepa resistente mas que el E-test, y las mismas que la dilucién
en agar. Esto difiere de nuestros resultados aunque hay que tener en cuenta que los autores
tienen una tasa de resistencia mucho mds baja a ciprofloxacino, y como comentabamos en el
articulo anterior, la difusién con tiras de gradiente antibiético da CMI mas bajas en el extremo
sensible y mas altas en el extremo resistente en comparacion con la microdilucién en caldo. En
nuestro caso ya hemos comentado que la mayoria de las cepas son resistentes, por lo que la
difusién con tiras da CMI mas altas que la microdilucién en caldo. Aun asi, la concordancia en
la identificacién de cepas resistentes entre E-test y microdilucion en caldo fue del 99% vy el
indice kappa indica correlacidn casi total, como ocurre en nuestro caso, donde el valor de este

indice es de 1, ya que todas las cepas se clasificaron de la misma forma.
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Estos autores obtienen valores de CMI a eritromicina inferiores con el método de
microdilucion en caldo, y aunque presentaban diferencias significativas en el grado de
concordancia, estas diferencias eran menores entre microdilucion en caldo y E-test (p< 0,05).
No obstante, existié una alta correlacién entre los tres métodos, y un grado de concordancia
de CMI del 71,8% entre la microdilucidn en caldo y el E-test. En nuestras cepas también ocurre
que la microdilucién en caldo da valores menores de CMI que la difusién con tiras de gradiente
antibidtico; siendo en nuestro caso la moda de 2 logaritmos superiores para el método de
difusion. Obtenemos una concordancia de CMI ligeramente inferior, del 68,49% y ademas
también encontramos que hay diferencias significativas. Sin embargo, tal y como les ocurre
también a estos autores, el indice kappa es muy alto, siendo de 1 para ellos y de 0,97 en

nuestro estudio.

En tetraciclina no encontraron diferencias significativas entre microdilucién en caldo y E-test,
con un 95,1% de correlacion de CMI, bastante superior a nuestro resultado (65,38%). Sin
embargo, hubo dos cepas con resultados diferentes en cuanto a categoria clinica, y un 98% de
concordancia en cuanto a identificacién de cepas resistentes. En nuestro caso, 3 cepas fueron
clasificadas como resistentes por microdilucion en caldo y sensibles por tiras de gradiente
antibidtico, por lo que el porcentaje de acuerdo fue del 96,8% vy el indice kappa, del 0,89; el
mas bajo de los que obtenemos, al igual que les ocurre a estos autores (sin tener en cuenta el
acido nalidixico). También vemos este efecto en la comparacion que hacen los autores entre
microdilucién en caldo y diluciéon en agar, donde, aunque la concordancia de CMI es de un
91,4%, el indice kappa es de 0.79, ya que hay 4 cepas categorizadas de forma diferente. Aun

asi, las técnicas se correlacionan bastante bien.

También en 2003 se publica un trabajo donde Oncul y colaboradores (147) comparan los
métodos de E-test y dilucion en agar en 50 cepas clinicas de C. jejuni recogidas durante el afio
1998 en Turquia. Los autores comprueban que las cepas eran muy sensibles a los
antimicrobianos probados y los mayores niveles de resistencia se obtuvieron con tetraciclina 'y
ciprofloxacino. De nuevo aqui encontramos que, en el caso de ciprofloxacino, ambos métodos
detectan el mismo nuimero de cepas sensibles y resistentes, mientras que en el caso de la
tetraciclina, por E-test detectaron un 12% de cepas resistentes y por dilucién en agar, un 16%,
al igual que ocurre en nuestro trabajo, donde el método de dilucién (microdilucion en caldo)
establece como resistentes 3 cepas mas que el método de difusién. La concordancia entre los
métodos se evalud segun las diferencias encontradas en las CMI (log,). Las mayores

discrepancias, con 2 o mas log, de diferencia entre ambos métodos, se encontraron en
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cloranfenicol (48%), ampicilina-sulbactam (44%), claritromicina (40%) y tetraciclina (40%). En
nuestro caso, también encontramos un porcentaje similar con tetraciclina, pero no en el caso
de clindamicina. En el caso de eritromicina, el 34% de las cepas de este estudio estuvieron
fuera del rango aceptado, y, en nuestro caso, este porcentaje fue del 31,5%; obteniendo asi
resultados similares. La concordancia general que obtienen estos autores es del 66,6% para
diferencias de 1 dilucion (en nuestro caso este porcentaje es del 63,20%); y del 85,5% si se
consideran diferencias de 2 diluciones. Si calculamos este ultimo dato, en nuestro caso el
porcentaje seria del 79,29%. El acuerdo entre ambos métodos con respecto a las categorias

clinicas fue del 94,4%.

En 2005, Halbert y colaboradores (148) hicieron una comparacion entre la dilucién en agar y
un método automatizado de microdilucidn en caldo. Aunque este estudio no es adecuado para
comparar nuestros resultados, ya que se trata de dos métodos de dilucién, podemos comentar
como también encuentran discrepancias entre ambos métodos y que éstas dependen del
antimicrobiano de que se trate. En este caso, el mayor porcentaje de concordancia lo

obtuvieron con ciprofloxacino, y la menor concordancia con ampicilina y eritromicina.

En 2007, Luangtongkum y colaboradores (149) comparan la técnica de dilucién en agar con la
difusiéon en disco con cepas provenientes de pollos vivos, utilizando los puntos de corte de la
NARMS para enterobacterias. En estos puntos de corte, la sensibilidad a eritromicina
corresponde a un valor de CMI £ 0,5 pug/ml, y los valores de CMI comprendidos entre 1y 4
ug/ml se consideraban de sensibilidad intermedia, aunque hoy sabemos que estas cepas son
sensibles en C. coli gracias a los estudios moleculares que establecen el punto de corte
epidemioldgico en 8 mg/l. En este trabajo, las cepas con valores de CMI de clindamicina entre
1y 2 pg/ml se consideraron intermedias, aunque el punto de corte epidemioldgico se sitla en
1 mg/l; de forma que las cepas con una CMI mayor se consideran resistentes. Estos autores,
encuentran los mejores resultados en el caso de las quinolonas y los aminoglucdsidos. La
concordancia es del 94,46% y el indice kappa es del 0,88 para ciprofloxacino, (segun indican en
el articulo, un indice superior a 0,8 es una concordancia casi perfecta). Al analizar
detalladamente los resultados, hay 20 cepas categorizadas como sensibles por dilucidn en agar
y resistentes por difusidn en disco; y otras 5 cepas en las que ocurre lo contrario. En nuestro
caso, el indice kappa fue de 1; ya que todas las cepas fueron categorizadas de la misma forma.
Los autores concluyen que el método de difusién en disco es un buen método para la
sensibilidad a quinolonas y aminoglucdsidos. Los porcentajes de concordancia con tetraciclina,

eritromicina y clindamicina fueron del 82,76%, 39,52% y 59,43% v los valores del indice kappa
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fueron del 0,62, 0,25 y 0,41 respectivamente. Todos estos valores, sobre todo aquellos
correspondientes a la eritromicina y clindamicina, son mucho mas bajos que los que
obtenemos en nuestro trabajo; pero los autores comentan que esto se debe mayoritariamente
al problema del numeroso grupo de cepas que se categorizan como intermedias, y que el
aumento en el valor de los puntos de corte para estos antimicrobianos mejoraria mucho el
resultado. En el caso de la tetraciclina, hubo 50 cepas categorizadas como resistentes por
diluciéon en agar que se establecieron como sensibles por difusion en disco, y otras 14 cepas en
las que ocurrid lo contrario, por lo que no se obtiene un indice kappa tan bueno como en el
caso de las quinolonas y los aminoglucésidos. De hecho, es en este antibidtico donde nosotros
encontramos las 3 cepas de discrepancia, siendo también el método de dilucién el que las

detectd como resistentes y el método de difusién como sensibles.

Valdivieso-Garcia y colaboradores (150) estudian 103 cepas de C. jejuni y C. coli obtenidas de
muestras de carne de pollo de supermercados de Ontario, Canada, en el afio 2009, y evaltdan
las técnicas de E-test y dilucidén en agar con 8 antimicrobianos. Los puntos de corte que usan
son aquellos definidos por el CLSI y la NARMS para enterobacterias. Las diferencias de CMI de
1y 2 log; se usaron para calcular los porcentajes de concordancia. A diferencia de nuestro
trabajo, encontraron que las CMI obtenidas por E-test para los 8 antibidticos eran mas bajas.
Probablemente eso es debido al alto nimero de cepas resistentes que hay en nuestra
colecciéon y, como ya sefialaban Ge y colaboradores (145), el E-test tiende a dar CMI mds altas
en los rangos de resistencias. De hecho, en el caso de tetraciclina, que es el antibiético donde
se detectan mas cepas resistentes, con un total de 33 cepas por ambos métodos, es donde hay
un mayor porcentaje de cepas con CMI por E-test superior a las obtenidas por microdilucion,
en comparacion con los demas antibidticos que prueban. La dilucién en agar clasificé un mayor
numero de cepas como resistentes a ampicilina, clindamicina y eritromicina; aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, al ser el nimero de cepas resistentes a
estos antimicrobianos muy bajo. Por otro lado, los dos métodos identificaron el mismo
porcentaje de aislamientos resistentes a ciprofloxacino, acido nalidixico y tetraciclina. Es uno
de los pocos articulos revisados hasta el momento donde hay una congruencia total para

tetraciclina.

La concordancia global fue del 72,6% (+1 log,) para los 8 antimicrobianos; siendo en nuestro
caso un poco mas baja, para nuestros cuatro antibidticos comparados. Sin embargo, las tasas
mas bajas se obtuvieron para clindamicina (26,3%), seguida de ciprofloxacino (51,5%),

eritromicina (52,5%), tetraciclina (82,6%) y otros antibiéticos que no estan incluidos en nuestro
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estudio. Si comparamos estos porcentajes con los nuestros, obtenemos mejores valores en el
caso de clindamicina (86,32%) y eritromicina (68,49%) y valores un poco mas bajos en
ciprofloxacino (32,63%) y tetraciclina (65,38%). La concordancia general entre dos diluciones

de diferencia fue del 95,7%, comparado con el 79,29% en nuestro caso.

Estos autores hacen una reflexién acerca de la degradacion quimica de los antibidticos y del
material en general en ambas técnicas. Comentan que en el caso de la dilucidon en agar;
especialmente cuando se utilizan placas comerciales preparadas que se almacenan a
temperatura de unos 42C durante periodos largos, se pueda evaporar parte del agua del agar,
aumentando asi las concentraciones de los antimicrobianos que contienen. Por otro lado, la
degradacion quimica de los antibidticos es mas probable que ocurra a esas temperaturas que a
las temperaturas de congelacion, normalmente de unos -302C, a las que se conservan las tiras
de E-test. Por tanto concluyen que deberia hacerse un estudio sobre estos aspectos ya que
podrian ser las CMI obtenidas por E-test mas exactas y reproducibles que las obtenidas por el

gold standard.

Ge y colaboradores (143) en 2013 publican una revisidon sobre los métodos de medida de Ia
sensibilidad antibidtica en Campylobacter, asi como de las comparaciones y variaciones
encontradas entre los distintos métodos segun los organismos implicados (CLSI, EUCAST, CA-
SFM, BSAC...). En los trabajos donde se compara el E-test con dilucién en agar obtienen
porcentajes de concordancia muy variables y concluyen que con el E-test se obtienen valores
mas bajos de CMI, sobre todo en las cepas sensibles. Estos articulos son mucho mas
numerosos que aquellos que comparan E-test con microdilucidon en caldo, técnica utilizada en
nuestro trabajo. Comentan un par de articulos publicados al respecto, el realizado por Luber y
colaboradores (146), previamente comentado en esta tesis; y otro algo mas reciente de van
der Beek y colaboradores, donde los valores de CMI (£ 1 logz) entre ambos métodos resultaron
comparables. Estos autores explican que el CLSI, tras finalizar la patente de E-test, esta
considerando realizar la estandarizacidon de los métodos de difusiéon con tiras de gradiente

antibidtico como medio de determinacion de las CMI.

En Espafia, Sanz-Rodriguez y colaboradores (151) evaltan, en 2013, la sensibilidad de 90 cepas
clinicas (categoria clinica) de C. jejuni frente a eritromicina, ciprofloxacino y tetraciclina
mediante E-test y microdilucion en caldo. Obtienen un 100% de concordancia para
eritromicina, 97% (k= 0,94) para ciprofloxacino y 98%(k= 0,95) para tetraciclina. No detectaron
errores graves o muy graves. Los valores que obtienen estos autores son muy similares a los

obtenidos en nuestro trabajo en cuanto a los niveles de concordancia, aunque con nuestras
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cepas si que hemos detectado algunos errores graves y muy graves, siendo especialmente
importante en el caso de la tetraciclina, con un 3,16% de errores muy graves. Al igual que
nosotros, describen que el E-test tiende a producir CMI mds altas que el método de
microdilucién en caldo. Si consideramos que la concordancia de CMI (concordancia esencial) se
encuentra entre +1 log2, vemos que sus resultados son de un 70% para eritromicina, 56,7%
para ciprofloxacino y 84,4% para tetraciclina. En el caso de eritromicina, la concordancia es
muy similar a la nuestra (68%), mientras que para ciprofloxacino (32,6%) y tetraciclina (65,4%),
obtenemos valores inferiores. Estos autores concluyen que el método de E-test puede

constituir una alternativa sencilla y practica.

Finalmente en 2018, Azrad y colaboradores (152) realizan un estudio con 66 cepas clinicas, 50
C. jejuni y 16 C. coli. Comparan los métodos de E-test y microdilucién (Sensititre®) para los
antibidticos ciprofloxacino, eritromicina y tetraciclina, usando los puntos de corte de EUCAST.
El porcentaje de acuerdo lo calculan con el porcentaje de cepas que tienen la misma categoria
clinica asi como con el indice Kappa. Los valores que obtienen son muy similares a los que
obtenemos en nuestro trabajo, con porcentajes de acuerdo cercanos al 100% para los tres

antimicrobianos evaluados.

Podemos concluir que en general existe una buena concordancia categdrica entre ambos

métodos aunque esto es variable segln el antibidtico.

Mecanismos moleculares de resistencia a ciprofloxacino y eritromicina

En 1999, Zirstein y colaboradores (153) describen la frecuencia de las mutaciones en el gen
gyrA en cepas de C. jejuni (12 resistentes a ciprofloxacino y 13, sensibles) obtenidas de la
NARMS en 1997. Describen un nuevo método (mismatch amplification mutation assay), que
utiliza la tecnologia de PCR para caracterizar y detectar las mutaciones especificas sin tener

que realizar una secuenciacion del ADN (MAMA-PCR).

Al secuenciar la regién QRDR para buscar aquellas mutaciones que llevan a cambios en los
aminodacidos de la proteina final (GyrA), comprueban que las 13 cepas resistentes a
ciprofloxacino presentan una mutacion puntual (ACA=»ATA) que implica un cambio
aminoacidico en la posicidn 86: de treonina a isoleucina. Ademas, una de las cepas presento
una mutacion adicional el cambio de prolina a serina en la posicién 104, y basados en estos
datos desarrollaron el método de MAMA-PCR para detectar la mutacion ACA =» ATA en la

posiciéon aminoacidica 86.
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En el afio 2000, estos mismos autores (86) vuelven a realizar un trabajo similar pero en este
caso con la especie C. coli, incluyendo 9 cepas sensibles a ciprofloxacino y 17 cepas resistentes.
Secuencian la regién QRDR y adaptan el protocolo de MAMA-PCR para C. coli. Encuentran que
todas las cepas resistentes a ciprofloxacino tienen la mutacion ACT =» ATT que lleva al cambio
aminoacidico Thr86lle, detectdndose por esta técnica. Aplicaron la técnica en otras 9 cepas
procedentes del CDC y en todas ellas esta reaccién identifico las cepas resistentes y ninguna
de las cepas sensibles dio un resultado positivo para el gen mutante. En las cepas de nuestro
trabajo que no dieron un resultado positivo o dieron un positivo débil para el gen mutante en
el protocolo de MAMA-PCR y que fueron secuenciadas, todas tienen la misma mutacién en el
coddn comentado. Ademas, en estas 8 cepas secuenciadas, detectamos la mutacion Asp90Asn
(producida por el cambio GAT =» AAT) en 3 cepas, mutacidn que no esta presente en ninguna

de las cepas del trabajo que estamos comentando.

Bachoual y colaboradores(124) realizan en Francia un trabajo con 7 cepas clinicas resistentes a
fluorquinolonas, 5 de C. jejuni y otras 2 de C. coli. Cinco de las siete cepas en estudio
presentaban altos niveles de resistencia tanto a acido nalidixico (CMI: 128-256 pg/ml) como a
ciprofloxacino (CMI: 32ug/ml), y todas ellas presentaron mutaciones en el gen gyrA. La
sustitucion Thr86lle estaba presente en 4 de estas cepas y la sustitucion Asp90Tyr en una. Esta

ultima mutacién no la hemos encontrado en las cepas secuenciadas de nuestra coleccién.

Otra de las cepas presentaba alto nivel de resistencia a acido nalidixico (CMI: 64 pug/ml) y bajo
nivel de resistencia a ciprofloxacino (CMI: 2 ug/ml), y encontraron otra mutacion que lleva a la
sustitucion Thr86Ala. En nuestras cepas, segun los valores de CMI obtenidos por microdilucidon
en caldo, tenemos 54 cepas con CMI a ciprofloxacino de 2 -8 pg/ml, consideradas como bajo
nivel de resistencia. En todos los casos las CMI a acido nalidixico fueron de 32 a mayor de 64
pug/ml. Sin embargo, todas estas cepas fueron positivas para la mutacion Thr86lle mediante
MAMA-PCR, y de todas ellas, sélo 3 cepas tuvieron una CMI de 4 ug/ml por tiras de gradiente
antibidtico. Por tanto, parece ser que, si tenemos en cuenta los resultados de CMI para
ciprofloxacino por microdilucidn en caldo, la sustitucion Thr86lle no siempre supone un alto
nivel de resistencia, o puede interpretarse también como que este método da valores bajos de

CMI de ciprofloxacino en las cepas resistentes.

Finalmente, una cepa presentd sensibilidad a acido nalidixico y resistencia a ciprofloxacino,

encontrando la sustitucidn Thr86lle y ninguna explicacién molecular para este patrén atipico.
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En 2006, Sonnevend y colaboradores (113)realizaron un estudio con 41 cepas de C. jejuni con
una tasa de resistencia a ciprofloxacino del 85,4%, y encuentran la sustitucién Thr86lle como

Unica mutacion.

Hanninen y Hannula investigaron en 2007 (126) la frecuencia de mutacion espontanea en una
serie de cepas sensibles a ciprofloxacino de C. jejuniy C. coli, asi como las mutaciones en gyrA
y las mutaciones en la regién intergénica de la bomba CmeABC. Las conclusiones que
obtuvieron es que las cepas van desde hipomutables hasta hipermutables y que ninguno de
los fenotipos encontrados se relacionada con una mutacién particular. Las mutaciones que
encontraron en gyrA fueron las sustituciones Thr86lle y Asp90Asn, y en un 21,5% de los casos
no encontraron mutaciones relacionadas con la resistencia. Estos datos discrepantes se deben

probablemente a que las cepas han sido creadas en el laboratorio.

En el afio 2002, Payot y colaboradores (83) realizan varios experimentos con el fin de estudiar
en profundidad los mecanismos de resistencia a fluorquinolonas en Campylobacter. Utilizan 6
cepas bien caracterizadas de C. jejuni procedentes tanto de casos clinicos como de animales.
Estas cepas son sometidas a concentraciones crecientes de enrofloxacino para desarrollar y
seleccionar mutantes resistentes. Determinan sus CMI a enrofloxacino y ciprofloxacino a los
mutantes seleccionados, secuencian la region QRDR del gen gyrA, realizan una versién de
MAMA-PCR derivada de la de Zirstein y colaboradores mencionada anteriormente (86) y
evaluan la posible implicaciéon de otros genes (gyrB y parC) asi como el papel de las bombas de
expulsion mediante el uso de dos inhibidores (EPI) y el nivel de expresién de determinadas
porinas. Las dos mutaciones que encuentran son las sustituciones Thr86lle y Asp90Asn que
también encontramos nosotros. Estos autores relacionan el cambio Asp90Asn con bajo nivel
de resistencia a ciprofloxacino y el cambio Thr86lle, con alto nivel de resistencia, y a la
combinacion de ambas mutaciones con valores muy elevados de CMI (128 — 256 ug/ml). No
obstante, consideran que el cambio Thr86lle conduce a un amplio rango de CMI tanto en
enrofloxacino como en ciprofloxacino, y en otro trabajo (154) también encontraban cepas con
CMI a ciprofloxacino desde 16 a 64 pg/ml. En nuestro caso, mediante microdilucion en caldo,
obtenemos también un rango de CMI para aquellas cepas con el cambio Thr86lle, aunque
varias tienen CMI dentro de lo que se considera bajo nivel de resistencia. No obstante, esto no
ocurre mediante el método de tiras de gradiente antibidtico. Hay que tener en cuenta que
estos autores hacen las CMI por dilucidn en agar. Estos autores no encuentran otras posibles
mutaciones en los genes gyrA y gyrB. Ademas comprueban el escaso efecto de los inhibidores

de las bombas de eflujo, por lo que este mecanismo no se considerd de importancia, asi como
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su escasa efectividad en la reduccion de la frecuencia de aparicién de mutantes resistentes.
Finalmente, no encontraron diferencias en los niveles de expresidn de las porinas en las cepas

resistentes frente a las sensibles.

En este mismo afio, Piddock y colaboradores (114) estudian 208 cepas resistentes a
ciprofloxacino, 127 cepas humanas de C. jejuni, C. coli y C. lari, recogidas durante el periodo
1990 — 1995 en el Reino Unido y cepas procedentes de carne de pollo de diversas regiones
europeas con el fin de investigar los cambios producidos en las topoisomerasas. En 173 de los
208 aislamientos se evidencié la presencia del cambio Thr86lle, en una cepa el cambio
Asp90Asn y en otra los cambios Thr86lle y Pro104Ser. Solamente dos cepas resistentes a
ciprofloxacino no presentaron mutaciones en gyrA, por lo que el desarrollo de resistencia a
fluorquinolonas sin mutaciones en gyrA es muy poco frecuente. Los autores no encontraron
ningin mecanismo alternativo que justificara la resistencia en las cepas sin mutaciones.
Describen dos alelos diferentes para la region amplificada del gen gyrA, uno previamente
publicado y otro que presenta tres mutaciones silenciosas, al igual que encontramos en las

cepas secuenciadas en nuestro trabajo, como Phe99 y Ser157.

En este trabajo, las cepas con la sustitucién Thr86lle presentan un amplio rango de CMI, que va
desde 2 pg/ml hasta >128 pug/ml, de forma que hay cepas con bajo nivel de resistencia a
ciprofloxacino, igual que en nuestro caso cuando usamos la técnica de microdilucidn en caldo.
Estos autores buscaron la presencia de la subunidad A de la topoisomerasa IV (gen parC); pero,
al igual que otros autores previamente, no la detectaron y llegaron a la conclusidn de la
inexistencia de este gen en Campylobacter; y, aunque es muy importante en especies como E.
coli, tampoco existe en otras bacterias como Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum

o Helicobacter pylori; donde la ADN girasa realiza todas las funciones.

En el trabajo de Mclver y colaboradores (112) estudian un pequefio grupo de cepas de C.
jejuni, clinicas y obtenidas en el laboratorio, encontrando en las 6 cepas clinicas el cambio
Thr86lle, y en las cepas de laboratorio otras modificaciones adicionales como Aps90Asn,
Asp85Tyr y Thr86Ala. La mutacién que implica el cambio Thr86lle, presente en el 100% de
nuestras 90 cepas resistentes, es la que se produce en el ambiente natural de desarrollo de

resistencias en estas bacterias.

Estos autores ponen de manifiesto el efecto de las diferentes mutaciones en la CMI de las
fluorquinolonas. En los mutantes con la sustitucion Thr86lle, la CMI frente a gatifloxacino y

moxifloxacino (fluorquinolonas de tercera y cuarta generacidn, respectivamente), eran
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ligeramente inferiores a ciprofloxacino, mientras que para grepafloxacino (tercera generacion),
eran superiores, fendmeno ya descrito también en gonococos y neumococos. Estos autores
comprueban el aumento de la CMI en las segundas generaciones de mutantes resistentes sin
mutaciones adicionales que pudieran justificarlo, sugiriendo otros mecanismos relacionados

con las porinas o las bomba de eflujo.

Payot y colaboradores (85) publican en 2004 un articulo en el que evalian las modificaciones
en las dianas de quinolonas y macrdélidos en cepas provenientes de animales de varias granjas
francesas. Encontraron 38 cepas de C. coli co-resistentes a fluorquinolonas y eritromicina.
Todas las cepas resistentes a ciprofloxacino presentaron la sustitucion Thr86lle, igual que en
las nuestras. Sin embargo, en las cepas resistentes a eritromicina, sélo aquellas con CMI > 256
pg/ml presentaban la mutacion A2075G. Todas las cepas fueron homocigotas para la mutacién
salvo una de ellas con CMI de 256 pg/ml, en la que dos de las tres copias del gen estaban
mutadas. En nuestro caso, encontramos dos cepas de este tipo, con CMI de 12 pg/ml y de mas
de 256 pg/ml. Los autores concluyen que dos copias del gen deben estar mutadas para
generar resistencia. Al igual que en nuestro trabajo, no encontraron mutaciones en la posicién
2074. Actualmente EUCAST (90) ha determinado que el punto de corte de sensibilidad para C.
coli es 8 pg/ml, ya que las cepas con una CMI igual o inferior, no presentan mutaciones que

confieran resistencia.

En el afio 2005, Gibreel y colaboradores (155) estudiaron los mecanismos moleculares de
resistencia a eritromicina en 23 cepas resistentes de Campylobacter procedentes de animales
y humanos con un rango de CMI de entre 128 y >1024 pg/ml. En todas las cepas de C. coli
encontraron la mutacién A2059G (numeracidén correspondiente a E. coli; equivalente a la
posicion 2075); y en una de las cepas encontraron también la mutacion A2058G
(correspondiente a la posiciéon 2074 de Campylobacter) en una de las copias del gen. En la
mayoria de las cepas de C. jejuni encontraron también la mutacién A2059G y, aunque también
detectaron 4 cepas con mutaciones en la posicidon 2058, los autores comentan que éstas son
mucho menos frecuentes y pueden deberse a pequefias alteraciones en el funcionamiento del
ribosoma que deducen de sus ensayos de crecimiento. En una de las cepas no encontraron
ninguna mutacion, incluso tras secuenciar un fragmento mayor del gen. Tampoco pudieron
explicar la resistencia por modificaciones en las proteinas ribosomales L4 y L22 ni por una
posible hidrdlisis del farmaco de forma extracelular. En nuestro trabajo tampoco hemos

encontrado explicacién molecular a la resistencia a macrélidos de la cepa 10.
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En 2010, encontramos un estudio espafiol (129) del Laboratorio de Campylobacter del Centro
Nacional de Microbiologia realizado a partir de 678 cepas de C. jejuni y 119 de C. coli
procedentes de 10 provincias y recogidas en el periodo 2006—2007. Tras estudiar la
sensibilidad a eritromicina por E-test, en aquellas con alto nivel de resistencia se estudio el
mecanismo molecular que lo justifique. Aunque la resistencia global a eritromicina es de un
3,8%, el 93% de las cepas resistentes son C. coli, lo que supone un 23,5% de resistencia en esta
especie, muy similar al 24,2% que obtenemos por E-test. La CMI de todas las cepas era
superior a 256 pg/ml, y, al igual que en nuestro trabajo, todas presentaron la mutacién

A2075G, salvo dos donde encontraron la mutaciéon A2074G.

En cuanto a las proteinas ribosomales, no encontraron ninguna de las mutaciones que
confieren resistencia a macrélidos en los genes rp/D y rplV, encontrando mutaciones puntuales
y/o inserciones/delecciones en otras regiones no relacionadas. Finalmente, encuentran la
sustitucion C36T en una de las cepas de C. coli, relacionada con una desregulacion del
funcionamiento de la bomba, asi como varios casos con polimorfismos alrededor de la zona IR

(intergenic region) con un posible papel en la resistencia.

En 2011, Lehtopolku y colaboradores (156) estudian 76 cepas clinicas de Campylobacter
recogidas de hospitales finlandeses en el periodo 2003-2007, y, de las 33 cepas resistentes a
eritromicina, 30 (91%) presentaron la mutacion A2059G (A2075G de Campylobacter). En dos
cepas estaban mutados solo dos alelos y no encontraron mutaciones en la posicién 2058 (2074
de Campylobacter), resultados muy similares a los nuestros. En una de las dos las cepas sin
mutaciones en el gen ARNr23S encontraron una insercién de 5 aminodcidos en la proteina L22
entre los aminoacidos 73 y 74, y en la otra hallaron la sustitucién Asp72Asn también en la
proteina L22, posiciones practicamente localizadas en la regién del lazo tal como describia
Pérez Boto (129). Los autores no encontraron diferencias significativas en las CMI de las cepas

sensibles y resistentes en presencia o ausencia de inhibidores de la bomba.

Hao y colaboradores en un articulo realizado en 2013 (157), no solo estudian las bases
moleculares de la resistencia a macrdlidos, sino también el orden e intensidad en que se dan
dichos procesos mediante la exposicidon a dosis crecientes de eritromicina o tilosina. En los
estadios tempranos de la exposicidn al antibiético se producen multiples tipos de mutaciones
en las proteinas ribosomales L4 y L22, dando lugar a niveles intermedios de CMI, asi como a
una sobreexpresion de los genes codificantes de bombas de eflujo. Finalmente, en los estadios
mas avanzados de los experimentos es cuando aparecen mutaciones en los genes del

ARNr23S, con CMI de alto nivel de resistencia, y una disminucidon en la actividad de las
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bombas. Este hecho parece sugerir que la bacteria necesita aumentar la actividad de la bomba
de eflujo para poder facilitar el desarrollo de los mutantes de alto nivel y estabilizar el fenotipo
surgido. De nuevo, observamos que aparecen mutaciones en la posicion 2074 con una
frecuencia superior a lo que aparece en las cepas clinicas, ya que en nuestra coleccién no

hemos hallado ninguna.

En un estudio publicado en 2014 por Mukherjee y colaboradores (128) con una coleccion de
166 cepas de C. jejuni procedentes de casos clinicos de diarreas infantiles en la India,
encontraron que el 4% de las cepas fueron resistentes a azitromicina y todas ellas presentaron

la mutacion A2075G.

Pérez Boto y colaboradores (119) publican un nuevo trabajo en 2014 en el que estudian los
mecanismos moleculares que determinan la resistencia a quinolonas, macrélidos vy
tetraciclinas de una coleccidn de cepas aviares previamente caracterizadas. Estudian las bases
moleculares de la resistencia a quinolonas de 22 C. jejuni y 4 C. coli, y en todos ellos
encuentran la sustitucion Thr86lle, tal y como ocurre en nuestras cepas. Sélo encontraron
resistencia a macrélidos en una poblacién de C. coli de uno de los corrales estudiados y las tres
cepas escogidas presentaban la mutacion A2075G y ninguna de las mutaciones descritas en las

proteinas ribosomales L4 y L22, resultados similares a los obtenidos en nuestras cepas clinicas.

Hormeno y colaboradores (116) presentan en 2015 una nueva técnica para detectar la
mutacion mds frecuente en la resistencia de Campylobacter a ciprofloxacino (C257T). Se trata
de una MAMA-DEG PCR, una PCR multiple basada en oligonucledtidos degenerados, disefiada
para no tener que identificar previamente la especie de que se trate. Para ello determinan la
CMI mediante dilucidn en agar a ciprofloxacino, eritromicina y gentamicina de un total de 249
aislamientos de Campylobacter obtenidos de cepas clinicas y de animales (66 C. coli). Los
autores detectan la mutacién C257T en las cepas cuya CMI a ciprofloxacino es superior a 4
pg/ml. En 8 cepas con CMI entre 1y 2 ug/ml no se detectd, a pesar de ser resistentes segun el
punto de corte epidemioldgico y segin EUCAST. Sin embargo, en nuestra coleccién hay 8 cepas

con CMI de y 2 ug/ml que presentan la mutacidén C257T.

Recientemente en 2016, Ohno y colaboradores (158) encontraron una cepa procedente de un
caso clinico de diarrea con un alto nivel de resistencia a eritromicina con la mutacion A2074T,
modificacion muy poco frecuente y que, como dicen los autores en su articulo, sélo se habia
encontrado en casos de bajo nivel de resistencia a macrdlidos y sin estar presente en todas las

copias del gen. Este caso parece ser el primero en que la mutacidn se encuentra en todas las
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copias y confiere resistencia de alto nivel, como después pudieron confirmar mediante un
ensayo de transformacién de una cepa isogénica sensible a eritromicina, aunque con una

pérdida de eficacia bioldgica de la cepa resistente frente a la sensible.

En 2014 se publica (59) el primer caso de presencia del gen ermB en C. coli, que codifica una
metilasa de ARN ribosémico, la cual disminuye la unién de los antibidticos al ribosoma
confiriendo el fenotipo MLSs de resistencia. Posteriormente, Wang y colaboradores (87)
deciden investigar su presencia en una amplia colecciéon de 1554 cepas de C. coli y C. jejuni
procedentes de casos de diarrea en humanos (con un total de 75 cepas de C. coli) asi como de
animales destinados a la produccién alimentaria. Encontraron el gen en 58 cepas, 57 C. coliy 1
C. jejuni; y de ellas, 10 eran humanas. Todos estos aislamientos eran resistentes a eritromicina,
en su mayoria con una CMI superior a 512 pg/ml. El 38% de las cepas positivas para el gen
ermB, presentaban la mutacidn A2075G en el gen del ARNr23S, sin presentar diferencias
estadisticamente significativas en la CMI a eritromicina con aquellas cepas que no presentaron
la mutacién. Sin embargo, la presencia del gen ermB, no ha sido detectada en ninguna de

nuestras cepas.

El gen ermB estaba presente en el cromosoma de 33 cepas de C. coli, y en 24, en plasmidos de
diferente tamafio. 53 de los 57 casos eran del periodo 2010-2011, lo que sugiere una reciente
aparicién y dispersién de este determinante de resistencia en China. El gen formaba parte de
una isla de multirresistencia (MDRGI) en el cromosoma y describen 6 tipos denominados | al
VI, segun el contenido y sus puntos de insercién en el cromosoma, siendo el tipo Ill el mas
frecuente. A pesar de estas diferencias, todos los MDRGI tienen su origen en bacterias gram

positivas.

Finalmente, en un articulo espafiol publicado en 2015 por Flérez Cuadrado y colaboradores
(63), se seleccionaron 5 cepas de C. coli procedentes de pollos con CMI de eritromicina > 1024
ug/ml para estudiar la posible presencia del gen ermB, las mutaciones en el gen del ARNr23Sy
de las proteinas ribosomales L4 y L22 asi como el posible efecto de los inhibidores de la bomba
de eflujo. Ademas determinaron la posicién del gen ermB mediante el uso de la secuenciacién
masiva. De las cinco cepas, una de ellas presenté el gen ermB y ningln otro mecanismo de
resistencia a macrolidos. En nuestro caso no hemos encontrado ninguna cepa de estas
caracteristicas, tal vez aln no se han dispersado a los humanos en nuestra zona. El gen que
detectaron se ubicaba en el cromosoma de la cepa y formaba parte de un nuevo tipo de

MDRGI que denominaron tipo VIII.
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Epidemiologia molecular

En el afio 2000, Boer y colaboradores (159) evaluaron cuatro técnicas de tipificacion molecular

entre las que se encuentran las dos técnicas utilizadas por nosotros,PCR-RFLP y ECP.

Estas dos técnicas requieren asignar las bandas ya que su analisis se realiza mediante el
coeficiente de Dice, el cual expresa la probabilidad de que la banda de una cepa esté también
en otra. Se cuantifica como la relaciéon entre el numero de bandas coincidentes entre dos
cepas con respecto al total de bandas, cuanto menor sea la distancia genética entre
aislamientos, mayor serd esta probabilidad. Utilizamos este coeficiente para ambas técnicas, al
igual que los autores del trabajo, aunque su punto de corte fue del 90% de similitud tanto
para ECP como para la tipificacidn por gen flaA y en nuestro caso fue del 100% para PCR-RFLP
del gen flaA y un 80% en el caso del ECP. Estos autores obtienen un menor nimero de tipos
diferentes por tipificacion de flaA que por ECP, mientras que en nuestro trabajo ocurre lo
contrario, debido a un punto de corte mas restrictivo. De hecho, todas estas técnicas son muy
dependientes de los ajustes que se hacen, y ajustes diferentes dan lugar a agrupaciones
distintas. Al igual que en nuestro caso, hubo cepas que tenian el mismo tipo de gen flaA pero
diferente pulsotipo y también les ocurre lo contrario, lo cual puede deberse a la recombinacidn

del gen flaA por la alta ocurrencia de este fendmeno genético en Campylobacter(160).

Los autores concluyen que la ECP tiene mayor poder de discriminacidn, aunque en nuestro
trabajo, segun los indices de Simpson, la tipificacidon por gen flaA seria superior en poder de

discriminacién, sin embargo esto se debe a los diferentes puntos de corte utilizados.

No obstante, para los autores esto no quiere decir que el ECP sea la técnica de eleccidn, puesto
gue existen otros factores que han de tenerse en cuenta. Esta técnica es de gran laboriosidad,
y por tanto poco adecuada para una gran cantidad de cepas, y necesita de un equipamiento
especifico. Por su parte, la técnica de PCR-RFLP del gen flaA es barata, no necesita
equipamiento especifico y se puede realizar en cualquier laboratorio y seguin nuestros

resultados ambas técnicas son métodos robustos y con alto poder de discriminacién.

En 2001, Michaud y colaboradores (135), evaluaron el poder de discriminacién de la ECP con
los enzimas de restriccion Smal y Kpnl, en 147 aislados de C. jejuni. Los fragmentos de
restriccion se analizaron visualmente, tal y como hacemos nosotros aunque el programa
informatico nos sugiera una serie de bandas, y establecieron una optimizacion y tolerancia de

posicion del 1%, en nuestro caso este ultimo ajuste fue del 1,5% (133). La similitud entre los
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patrones de bandas se determiné mediante el coeficiente de Dice y se generé el dendograma a
partir de la matriz de los coeficientes obtenidos a través del método UPGMA, tal cual hicimos
también en nuestro trabajo. Dos aislamientos se consideraron parte de un brote con un 90%de
similitud entre los patrones de bandas (80% en nuestro trabajo), coincidencia geografica y
tiempo inferior a 3 meses entre los aislados. En nuestro caso, utilizando la técnica de
tipificacion por flaA con el 100% de similitud y como limite temporal 3 meses, obtendriamos
14 brotes. Mediante la técnica de ECP aparecerian 17 brotes que incluyen a 49 cepas,
correspondiendo al 51,6% del total. Con nuestro criterio de los dos meses, también se agrupan
49 cepas pero en 20 brotes, ya que al ser 3 meses un periodo mas largo para agrupar las cepas,
hay cepas que se unen dentro del mismo brote que con el periodo mas restrictivo de los 2

meses estan en brotes separados.

Estos autores obtienen resultados similares a los nuestros con la restriccién por Smal, ya que
detectan 19 brotes con 71 cepas agrupadas, un 48,3%, y al aplicar los criterios epidemioldgicos
espacio - temporales, eliminaron el 28% de las cepas agrupadas. En nuestro caso, segun los
criterios de estos investigadores, 24 cepas de las que aparecen agrupadas genéticamente no
estarian epidemiolégicamente relacionadas, es decir, eliminariamos un 33% de las cepas. Pero
si tenemos en cuenta nuestro criterio temporal de los 11 dias entre aislamientos, entonces
eliminamos el 83,6%. Aun asi, tal y como comentan los autores, no hay verdaderos datos para
poder asumir o rechazar los brotes obtenidos, ya que no tenemos informacion clinica ni datos
epidemioldgicos suficientes de cada caso ni tampoco la confirmacién molecular de las posibles

fuentes.

Los autores concluyen que Kpnl posee un mayor poder de discriminacién y que solo este
enzima cumple el requisito de un procedimiento de tipificacién molecular de distinguir el 95%
0 mas de los aislamientos no epidemiolégicamente relacionados. Esto puede ser debido a que
los sitios de corte de Smal se encuentren mayoritariamente localizados en genes altamente
conservados en comparacion con Kpnl o a que ésta ultima genera sistematicamente un mayor
numero de fragmentos de restriccién. No obstante, en nuestro trabajo, el indice de Simpson
del ECP mediante restricciéon con Smal tiene un valor de 0,941, debiendo estar este indice
entre 0,90 y 0,95 para considerar una técnica como robusta; por lo que este enzima es

perfectamente valido.

El mismo grupo en 2004 (161) evalud la utilidad de la ECP en 184 cepas aisladas de casos
clinicos durante un estudio caso—control prospectivo a lo largo de 15 meses. Ademas

incluyeron cepas obtenidas de productos carnicos de pollo durante el mismo periodo con el
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objeto de compararlas con las cepas clinicas. La técnica de ECP con el enzima Kpnl no tipd una
de las cepas y, en las 183 cepas restantes detectaron 29 grupos de 2 a 11 cepas cada uno, que
agrupaban a un total de 101 cepas. Al incluir los criterios espacio—temporales, las cepas
agrupadas se redujeron hasta 82 cepas en 30 grupos. En nuestro caso, si aplicamos el criterio
temporal de 2 meses como maximo entre el aislamiento de las cepas, obtenemos 20 posibles
brotes con 49 cepas. Al igual que en nuestro trabajo, encontraron cepas con patrones
idénticos de ECP que sin embargo se recuperaban de casos alejados en el tiempo y por tanto,
pertenecientes a diferentes grupos. Para los autores, esto puede deberse a que haya algunos
genotipos particulares que tengan un mayor potencial para causar brotes, por una mayor

dispersién en las diferentes fuentes de esta bacteria o porque tengan una mayor virulencia.

La mayoria de los casos de Campylobacter son casos esporadicos, y sélo una minoria se
catalogd como brotes por la investigaciéon epidemioldgica cldsica, y confirmados por ECP.
Ademas, se detectaron muchos grupos pequefios de cepas (de 2 a 7 aislamientos) en los que
no se pudo establecer la conexién epidemioldgica, a pesar de hacerse a tiempo real, al ser los
datos clinicos y epidemioldgicos insuficientes. En nuestro caso, aun estando las cepas de los
brotes muy préximas en el tiempo, tampoco tenemos mas que los datos de nombre, edad,
sexo y procedencia (todos ellos de la ciudad de Sevilla), salvo en aquellos pacientes que
estuvieron hospitalizados, y sin embargo en la historia clinica de estos pacientes no se recogia
ningun dato que pudiera orientar sobre el origen de la infeccién. Por tanto, parece que sélo
podemos sugerir que los brotes pueden ser mas frecuentes de lo que parece, teniendo en
cuenta que incluyen un bajo nimero de pacientes y que la conexién real es dificil de

establecer.

Finalmente, aunque los humanos y los pollos pueden estar infectados o colonizados,
respectivamente, por genotipos relacionados; solo el 46% de los aislamientos de pollos
estaban relacionados con uno o mas de los aislamientos humanos, la relacién temporal sélo se
demostré en una minoria de casos y la mayoria de los genotipos causantes de enfermedad no
se encontraron entre los aislamientos carnicos, sugiriendo otras fuentes de campilobacteriosis

humana.

En 2006, el grupo neozelandés de Gilpin y colaboradores (108) aplica la ECP con los dos
enzimas de restriccion, Smal y Kpnl a 183 cepas clinicas, 168 C. jejuni y 15 C. coli, siendo el
periodo de recogida de cepas ocho semanas en primavera y otras ocho en otofio. Todas las
cepas fueron tipificables con Smal y obtuvieron 57 patrones diferentes, considerando que los

patrones debian ser idénticos. En nuestro caso, con 80% de similitud, obtuvimos 33 patrones
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diferentes de nuestras 94 cepas tipificables. Al combinar ambos enzimas, el total fueron 77
patrones de bandas. De estos, 49 fueron patrones Unicos y el resto de aislamientos formaron
grupos de entre 2 y 26 aislamientos. En nuestro trabajo obtuvimos 21 tipos Unicos de los 33; y
las 73 cepas restantes formaron 12 grupos de entre 2 y 12 aislamientos. En el trabajo de los
autores, solo 31 aislamientos correspondientes a 9 pulsotipos estuvieron presentes en las dos
temporadas. Sin embargo, en nuestro trabajo las cepas que conforman cada grupo aparecen a
lo largo de, como minimo, dos anos; es mas, en los grupos B y D las cepas aparecen a lo largo
de 4 afios consecutivos, indicando la permanencia a lo largo del tiempo de determinados
pulsotipos de C. coli. Incluso en el caso de los grupos C e |, aparecen cepas en afos no
consecutivos. De nuevo, la falta de datos especificos en las historias clinicas hizo que la
conexién entre los casos agrupados fuera muy dificil, no encontrando ademas ninguna fuente

comun para los casos agrupados por ECP.

No obstante, encontraron una conexidn temporal (menos de ocho semanas entre los casos) en
la mayoria de los grupos, y dentro de los grupos de mayor tamafio hallaron algunos casos

posiblemente relacionados

En el trabajo de Gardner y colaboradores (137) se presenta una serie de items relacionados
con contactos ambientales asi como con los alimentos consumidos muy utiles para el estudio
epidemioldgico convencional. Aun asi, la multitud de exposiciones y fuentes potenciales para

Campylobacter hace que conseguir informacion fidedigna y significativa sea complicado.

Thakur y colaboradores (100) aplican las técnicas de ECP y MLST a 70 cepas de C. coli, siendo
20 de ellas procedentes de casos clinicos. La técnica de ECP, tanto con el enzima Smal como
Kpnl, resulta tener mayor poder de discriminaciéon que el MLST, ya que en varias ocasiones
cepas con igual secuenciotipo (ST) tenian diferentes patrones de bandas o pulsotipos. La ECP
identifico el 81,4% de las cepas como tipos Unicos, y el resto de ellas se distribuyeron en 4
grupos. Estos autores obtienen incluso mayor diversidad genética que nosotros, que puede
explicarse por el uso de un punto de corte mas restrictivo y al diferente origen de las cepas.
Finalmente, estos autores encuentran que en cada patrén de resistencia antibidtica
establecido, las cepas que se incluyen son genéticamente diversas, resultados similares a los

nuestros.

En 2011, Behringer y colaboradores (96) comparan cuatro técnicas de tipificacién molecular,
entre las que encontramos las que hemos utilizado nosotros, con cepas de C. jejuni y C. coli

procedentes de pollos vivos y de sus productos carnicos. La tipificacién por flaA fue la técnica
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con mayor numero de cepas no tipificables, dos de C. jejuni y tres de C. coli, sin embargo solo
una cepa fue no tipificable en nuestro trabajo. Del conjunto de cepas seleccionadas para la
tipificacion, obtuvieron 19 tipos distintos de los cuales 7 fueron tipos unicos (un 36,8%) y 4
tipos contenian mas de 10 cepas cada uno. Ademads, hubo 7 tipos compartidos por ambas
especies de Campylobacter. En nuestro caso, de los 50 tipos encontrados, 30 fueron Unicos, lo
que supone un 60% y por tanto un mayor porcentaje de tipos Unicos con respecto a los
resultados de estos autores. Asimismo, no encontramos grupos que tuvieran 10 cepas o mas
como es su caso, siendo 8 cepas lo maximo en nuestro estudio. Hay que sefalar que las
condiciones establecidas por los autores del trabajo en el analisis de los patrones de bandas
son ligeramente mas laxas, ya que aplican un 2% de optimizacion y un 4% de tolerancia en la
posicion de las bandas; ademds de un punto de corte del 90% de similitud y tal vez por ello hay

menos tipos Unicos.

La técnica de tipificacion por flaA tiene la limitacién de que, debido a las continuas
recombinaciones genéticas que se producen en y entre los dos locus de este gen, la técnica no

puede ser utilizada en un estudio a lo largo del tiempo (162).

Por otro lado, la técnica de ECP tuvo una capacidad de tipificacion del 96%, similar a nuestros
resultados, y sin solapamiento entre especies. Sin diferenciar entre especies, de los 32 tipos
obtenidos, 13 correspondieron a una sola cepa (40,6%) y dos de los tipos contenian mdas de
diez. En comparacién con nuestros resultados, con un 63,6% de tipos Unicos (21 tipos de los 33
tipos totales), parece haber una menor heterogeneidad de las cepas. También en nuestro caso

contamos con cuatro de los grupos (A, B, Cy D) con 10 cepas o mas.

En cuanto al indice de Simpson, sin diferenciar entre especies, el valor obtenido para la técnica
de ECP por los autores y en nuestro trabajo son muy similares, aunque si miramos el caso de C.
coli individualmente, los autores obtienen un valor de 0,91, algo inferior al nuestro. En cuanto
a la PCR-RFLP del gen flaA, tanto los valores con respecto a ambas especies (SID: 0,90) como
Unicamente a C. coli (SID: 0,85), son mas bajos que los obtenidos en nuestro caso (SID: 0,97),
probablemente debido a los diferentes ajustes utilizados en el analisis del patrén de bandas y
al punto de corte de similitud. Ademas encontraron 5 cepas (dos de ellas C. coli) que no
produjeron ningun patrén de bandas, lo cual también afecta al resultado. Los autores también
encontraron una baja concordancia entre los métodos probados. En cuanto a las dos técnicas
gue nos ocupan, el coeficiente ajustado de Rand que obtuvieron fue de 0,157; muy similar a

nuestro valor de 0,164.
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El trabajo de Gardner y colaboradores (137) es un claro ejemplo de la utilidad que puede tener
la tipificacion molecular de las cepas procedentes de campilobacteriosis a medida que van
apareciendo, pero también es un reflejo de todos los recursos que deben estar disponibles y

de la organizacidn y colaboracion de los diversos organismos a nivel estatal.

Desarrollan un estudio caso-control para encontrar la fuente de un brote y elaboran un
cuestionario que realizan a los casos y los controles, recogiendo informacién demografica,
caracteristicas de la enfermedad, historia de exposicidn a alimentos y medioambiental asi
como practicas de cocinado. Encontraron que el consumo de guisantes crudos fue el Unico

factor de riesgo estadisticamente significativo.

Rastrearon la procedencia de los guisantes hasta una granja, que estaba al lado de una zona de
cria de grullas canadienses. Recogieron muestras ambientales. Todas las muestras de heces de
grulla fueron positivas asi como las muestras de guisantes. Al comparar los genotipos clinicos
con los ambientales, 4 de los pulsotipos obtenidos de 15 personas fueron iguales que 4 de los
pulsotipos de las muestras de guisantes y que 3 de los de heces de grulla. El 70% de los
pulsotipos de las personas que no habian consumido guisantes estaban relacionados con los
de las personas que si los habian consumido, por lo que debe haber otros productos
contaminados que hayan servido de fuente de infeccidn. Este trabajo refleja que la tipificacion

molecular es Gtil para los casos de campilobacteriosis.

Los autores comentan que es muy probable que las personas se infecten con mas de una cepa
de Campylobacter, ya que los tractos digestivos de los reservorios tienen multiples cepas, tal y
como encontraron en su trabajo. Tres miembros de una familia, por ejemplo, estaban
infectados por cepas diferentes. En nuestro trabajo, uno de los pacientes tenia dos cepas, una
de C. coliincluida en el estudio y otra de C. jejuni, descartada. En este caso detectamos las dos
cepas porque al hacer las pruebas de sensibilidad mediante tiras de gradiente antibidtico, una
de ellas aparecia en el halo de inhibicion y al hacer la identificacién vimos que se trataban de
dos especies de Campylobacter. Sin embargo, en la rutina diaria se selecciona una cepa de los
cultivos clinicos, de forma que pueden perderse conexiones entre los casos humanos y las

fuentes.

O’ Leary y colaboradores(163) estudiaron 600 cepas de Campylobacter, 158 humanas y 442
procedentes de alimentos (carnes de pollo, cerdo, pato, pavo, cordero, puding de cerdo,

guesos no pasteurizados, setas, marisco, vegetales...), con la técnica de ECP con Smal y
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obtuvieron una tipificacion del 84,5%; bastante menor que el 98,9% obtenido en nuestro

trabajo.

En el caso de C. coli, del total de las cepas tipificadas, sélo 26 eran de casos de gastroenteritis
mientras que 190 eran de alimentos. De las 216 cepas de C. coli obtuvieron 95 tipos de ECP,
siendo 61 tipos Unicos (64%), valores muy similares a los nuestros. Teniendo sélo en cuenta
las cepas humanas de C. coli, de las 26 cepas totales obtuvieron 17 pulsotipos diferentes, 13 de
los cuales fueron Unicos. Comentan los autores que, en términos temporales, habia un periodo
de 6 o mas meses entre las fechas de aislamiento de las cepas dentro de cada grupo
predominante. Esto nos ocurre también a nosotros, donde vemos como se distribuyen las

cepas de los grupos a lo largo de varios afios generalmente.

Al comparar las cepas de C. coli humanas y las obtenidas de alimentos, encuentran 8 grupos
gue contenian cepas humanas y de alimentos, acumulando un total de 74 cepas. Estos grupos
contenian el 54% de las cepas humanas y los tipos de comida que contenian cepas con
patrones compartidos con las cepas clinicas fueron pollo principalmente, y aislamientos Gnicos
de ostras y carne de pato y pavo. Encontraron ademas que hubo varios genotipos compartidos

que perduraron a lo largo de todo el periodo de estudio.

Aunque el 42% de los patrones de las cepas de carne de pollo se relacionaban con una o mds
de los aislamientos humanos, existe una importante proporcion de casos clinicos con patrones
de bandas que no se han encontrado ni en el pollo ni en el resto de alimentos. Esto no quiere
decir que estos alimentos no sean causa de campilobacteriosis, tal vez estaban contaminados
por mds de una cepa y solo tipificaron una por muestra. Asimismo, hay otros factores que
contribuyen que no estan recogidos en el estudio, como la exposicién a mascotas, factores

medioambientales, agua, comida de restaurante, etc.

Tal y como comentan Clark y colaboradores en su trabajo (134), se ha descrito que la
tipificacion sistematica aumenta el nimero de brotes detectados con origen comun, como por
ejemplo en un trabajo danés en que el 25% de los cultivos positivos formaban parte de grupos,
sugiriendo esto fuentes comunes de infeccién. Si comparamos con nuestro trabajo, vemos
como, segun ECP hasta 73 de las 95 cepas clinicas de C.coli aparecen agrupadas, lo que supone
un 76,8% de los cultivos positivos para esta especie, y mediante PCR-RFLP del gen flaA, son 64
cepas las que aparecen agrupadas, suponiendo un 67,4%. Ambos porcentajes son bastante

mas altos que en el trabajo de estos autores.
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En este trabajo comparan 5 métodos de tipificacién molecular, incluyendo un método
novedoso denominado “impresién gendmica comparativa” (CGF), basado en una PCR multiple
disefiada para detectar genes de Campylobacter con una alta variabilidad intraespecie. Segun
sus resultados este método es el que tiene mayor poder de discriminacién, tanto solo, como
en combinacién con otra técnica de tipificacién. Aun asi, los datos obtenidos mediante ECP con
Smal son también muy buenos, pues obtienen un indice de Simpson de 0,98, sélo un poco por
debajo del obtenido por CGF, de 1. Este valor es muy similar al que obtenemos nosotros si
consideramos como punto de corte el 100% de similitud, aunque los autores no especifican

qué corte utilizan ellos, salvo para la técnica de CGF.

Los autores comentan que cuando se usan los campos pulsados como método primario, los
demas métodos, salvo CGF(100%), presentan niveles intermedios o altos de concordancia. En
cambio, en nuestro trabajo, si calculamos el indice de Wallace con la técnica de ECP al 100% de
similitud, nos da un valor de W gcp100 -> pcr-rrLp flaa100 = 0, 299 (Cl 95%= 0,133 — 0,466). Esto quiere
decir que si dos cepas estdn agrupadas por ECP, tienen un 30% aproximadamente de
probabilidad de estar también agrupadas por PCR-RFLP de flaA. Si calculamos en el sentido
inverso, nos sale que W pcr-geLp flaa100 -> ecp00 =0,109 (Cl 95% = 0,000 — 0,221), por lo que dos
cepas agrupadas por PCR-RFLP de flaA tienen un 11% aproximadamente de posibilidad de
estar agrupadas también por ECP, queriendo decir que ECP es una técnica con mayor
capacidad de discriminacion. De esta misma forma, en el trabajo comentado el ECP afiadia
mucha informaciéon a los demdas métodos, salvo a CGF(100%). Los coeficientes de Rand vy

Wallace determinaron la poca coincidencia entre ambos métodos.

Los autores valoraron la utilidad de estas técnicas en un brote de campilobacteriosis en un
campamento de verano en 2008. Varios de los métodos determinaron como idénticos las
cepas que se relacionaron con el brote, aunque también un nimero abundante de casos no
relacionados. Sin embargo, con la técnica CGF(100%), solamente dos casos no relacionados
con el brote fueron del mismo tipo. Ademads, dentro de los casos del brote de
campilobacteriosis no todas las cepas eran indistinguibles y los autores lo explican como un
exceso de discriminacién de la técnica, sin embargo pensamos, que las fuentes o reservorios
de Campylobacter suelen contener diversos genotipos, y esta variedad genética puede llegar
en mayor o menor medida hasta la poblacion humana y por tanto aparecer cepas que no son
100% idénticas pero si que estén relacionadas en un grado de similitud algo menor, como de
hecho lo estaban esas cinco cepas que encuentran. También podria ocurrir que, debido a los

frecuentes procesos de mutacién y recombinacion en Campylobacter, las cepas no sean
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idénticas sino estrechamente relacionadas, teniendo el mismo origen. Es por ello que
nosotros elegimos el corte del 80% y no del 100%. Por ejemplo, encontraron 6 cepas en
muestras de alimentos y una en una muestra de agua de la zona centinela correspondiente a
los dos afios anteriores que estaban muy relacionadas con la del brote del campamento. Por
ello deben ser tenidas en cuenta no sélo las cepas indistinguibles, sino también las que estan
muy relacionadas porque probablemente tengan un origen comun. Los autores encontraron
cepas relacionadas que permanecian a lo largo del tiempo, tal y como hemos encontrado en

nuestro trabajo (tabla 25).

Estos autores comentan que segun cual sea el objetivo con que se aplique un método de
tipificacion molecular puede ser mds util uno u otro. Es decir, si lo que se pretende es asignar
de forma inequivoca una cepa a un hospedador (humano o no humano) posiblemente el
método CGF(100%), con su gran poder de discriminacion, sea el mejor. Sin embargo, si lo que
se pretende es mostrar qué fuentes pueden ser las responsables de la infeccion humana
incluyendo cepas tanto humanas como de las posibles fuentes en un mismo tipo, entonces un
método menos discriminatorio serd de mayor utilidad. Por ello pensamos que tanto el ECP al
80% como la tipificacién por flaA al 100% podrian ser un buen punto de partida, y en una
futura investigacién, teniendo en cuenta los datos epidemioldgicos clasicos, determinar cual

de las dos técnicas permite detectar los brotes y sus posibles fuentes.

Gilpin y colaboradores (164) analizaron en 49 pacientes con infeccidn por Campylobacter, las
cepas aisladas en mas de una muestra de heces de cada uno de ellos, concluyendo que todos
los pacientes estaban infectados por una sola especie; mientras que en nuestro trabajo, aun
tratdndose de un hallazgo casual, encontramos una infeccién mixta por C. jejuni y C. coli. Los
resultados de este trabajo son muy ilustrativos ya que de 12 pacientes, el 24%, presentaron
dos o mas pulsotipos diferentes. En 5 de los casos encontraron dos patrones diferentes pero
relacionados y los otros 7 pacientes presentaron también varios pulsotipos pero no

relacionados y uno de ellos tenia 3 patrones diferentes.

Por ello, los autores llegan a las mismas conclusiones que hemos planteado anteriormente, es
posible encontrar varios tipos de cepas en un mismo paciente. Por un lado, el paciente puede
haber sido infectado por una cepa, pero durante el curso de la infeccion se producen
variaciones en esa cepa que originan diferentes pulsotipos, los cuales estarian estrechamente
relacionados. Por otro lado, podria ocurrir que la fuente de infeccion presente varias cepas,
que pueden ser muy similares o diferentes. Y, finalmente, aunque esto a nosotros nos parece

menos probable, pueden adquirirse diversas cepas en diferentes momentos de infeccion,

134



como por agua contaminada, contacto repetido con animales o consumo de multiples
alimentos contaminados. Todo esto afiade complejidad al estudio epidemiolégico de
Campylobacter. Por tanto, en casos clinicos con una aparente conexidon epidemioldgica y
diferentes genotipos, probablemente no se hayan estudiado todos los genotipos presentes.
Igualmente si rastreamos una posible fuente de contaminacion y los genotipos de los casos y
de la fuente no coinciden, puede deberse de nuevo a que no se han tipificado todas las cepas

presentes.

En el trabajo ya mencionado de Pérez Boto y colaboradores (98) tratan de seleccionar grupos
de cepas que compartan el tipo de flaA y el resistotipo en un conjunto de 352 aislados de
Campylobacter. Como criterio temporal establecen un periodo maximo de 11 dias entre las
fechas de aislamiento de las cepas. Las cepas preseleccionadas se analizaron después con las

técnicas de ECP con enzima Kpnl y MLST.

Con respecto a la PCR-RFLP del gen flaA, encontraron 51 tipos diferentes en el total de las 334
cepas, encontrando varios tipos con un abundante nimero de cepas, con un maximo de 39
cepas en uno de los tipos. En nuestro trabajo, nuestros tipos de flaA comprenden un maximo
de 8 cepas, aunque probablemente se deba al menor tamafio muestral. Comentan los autores
gue aun asi, la mayoria de los tipos obtenidos pertenecen a grupos muy pequefios de cepas o a

cepas Unicas, tal y como encontramos también con nuestra coleccion.

Pensamos que los criterios utilizados para seleccionar las cepas candidatas a posibles brotes
son restrictivos en exceso. Dada la naturaleza de las infecciones por Campylobacter, nos
parece que es mas conveniente que las condiciones sean mas laxas para poder detectar casos
relacionados y conectarlos con una posible fuente comun. Aun utilizando estos criterios
restrictivos encontraron 10 grupos de aislados, de los cuales 8 incluian dos cepas y los otros 2
grupos tenian tres y cuatro cepas respectivamente. En nuestro trabajo, siguiendo el mismo
criterio temporal, encontramos 7 grupos de cepas, todos ellos formados por dos cepas. Si
tenemos en cuenta nuestro menor tamafio muestral, el porcentaje de cepas incluidas en

brotes es mayor.

Al hacer la técnica de ECP, 6 de los 10 posibles brotes presentaron un 100% de similitud. En
nuestro caso, las coincidencias se dieron en 5 grupos de los 7, con porcentajes de similitud
entre las cepas del 80 al 100%. Aunque los autores dicen que tedricamente no debe haber

diferencias en las cepas de un brote, en ECP si que aparecen con relativa frecuencia bandas de
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diferencia debido a la variabilidad intrinseca de este microorganismo, como es el caso de

nuestro trabajo.

En nuestro trabajo, en 4 de los 7 grupos, el resistotipo es idéntico. En los tres restantes,

encontramos una diferencia, que afectd a amoxicilina-clavulanico y a tobramicina.

Estos autores pretenden detectar brotes de casos producidos a partir de la misma fuente en
un mismo momento. En cualquier estudio de brotes se necesitan los datos epidemioldgicos de
los pacientes para su confirmacién. Tanto los autores como nosotros carecemos de ellos. Sin
embargo, en dos de los grupos detectados los aislados pertenecian a hermanos; en nuestro
caso, de los 7 grupos uno de ellos también corresponde a dos hermanos; y tal y como

comentan los autores, los brotes familiares son probablemente los mds comunes.

En el trabajo de Kovac y colaboradores (165) realizan un estudio epidemiolégico de 178 cepas
de C. jejuni y evallan la relacidon genética entre ellas, viendo que las cepas resistentes a
ciprofloxacino estdn genéticamente muy relacionadas y proceden de un ancestro comun con
dispersién clonal. Sin embargo, en los paises centroeuropeos las tasas de resistencia a
ciprofloxacino son muy bajas en comparacion a las tasas de nuestro pais; de forma que en
nuestro caso, la mayoria de cepas son resistentes a este antibidtico y estan escasamente

relacionadas entre si.

Yamada y colaboradores realizan en 2015 un estudio con 67 cepas clinicas de C. jejuni, 62
procedentes de casos esporadicos y tres de ellas pertenecientes a un brote alimentario, con el
objeto de comparar los resultados obtenidos mediante ECP y PCR binaria, un método de
tipificacion molecular que se basa en comprobar la presencia o ausencia de 18 elementos
genéticos variables en el cromosoma de Campylobacter. De las 62 cepas de casos esporadicos,
obtuvieron 40 tipos mediante Smal, obteniendo un indice de Simpson de 0,975. En nuestro
caso el indice de Simpson con el punto de corte del 80% fue del 0,941, sensiblemente menor
debido al punto de corte mds laxo. Sin embargo, si lo hacemos con el corte del 100% este

indice sube hasta 0,992.

Por tanto, podemos concluir que, teniendo en cuenta las caracteristicas de cada técnica y los
recursos de que dispongamos en nuestro laboratorio, la epidemiologia molecular de las cepas
clinicas de Campylobacter puede resultar de utilidad si lo aplicamos en la rutina y en el
contexto de un laboratorio de Microbiologia en el que la epidemiologia molecular sea
considerada una herramienta fundamental. Teniendo en cuenta la prevalencia de esta

infeccidn en la poblacidn seria oportuno utilizar la metodologia que mejor se ajuste a nuestras
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necesidades con el objetivo de detectar posibles brotes y, en un escenario ideal, poder

detectar también las fuentes de contaminacidn de esta bacteria.

CONCLUSIONES
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Los nifios de entre 1y 5 afos, asi como las personas de mas de 40 aiios son los principales
grupos de edad afectados por la infeccidn por C. coli. Un porcentaje importante requiere
ingreso hospitalario, principalmente en personas mayores y con enfermedades de base. La
diarrea, dolor abdominal y fiebre son los sintomas mads frecuentes, seguidos de nduseas y
vomitos. El género masculino es ligeramente predominante. No hay una estacionalidad

marcada en la infeccion por C. coli, aunque si un mayor nimero de casos en primavera.

Los antibidticos que mostraron mayor actividad frente a C. coli fueron imipenem vy
gentamicina, mientras que la resistencia a ciprofloxacino es practicamente universal.
Encontramos tasas de resistencia bastante altas en el resto de los antibiéticos probados. Es
destacable que el 24% de las cepas fueron resistentes a eritromicina, tratamiento de

eleccion en estas infecciones.

Las cepas resistentes a eritromicina presentan niveles mayores de resistencia a los demas
antimicrobianos, siendo estadisticamente significativo en el caso de tetracicling,

tobramicina, gentamicina y clindamicina.

El método de microdilucion en caldo tiende a dar CMI mads bajas que el de tiras de
gradiente antibidtico con todos los antibidticos probados excepto con tetraciclina. Existe
una alta concordancia categédrica para los antibidticos probados por ambos métodos, sin
embargo, la concordancia esencial es bastante menor, siendo estadisticamente
significativa en el caso de ciprofloxacino, debido a los altos valores de CMI de nuestras

cepas.

Nuestros resultados, en concordancia con la literatura, confirman que la mutacién de
resistencia a quinolonas mas frecuente es la C257T (ACT =» ATT), que conlleva el cambio
aminoacidico Thr86lle. Aunque esta sustitucién se ha relacionado con altos niveles de
resistencia a ciprofloxacino, en nuestro trabajo encontramos cepas con CMI por
microdilucién en caldo que corresponden a resistencia considerada de bajo nivel y todas
ellas presentan la mutacién mencionada. Ademads, existen mutaciones silenciosas que

originan polimorfismos en la regién QRDR del gen gyrA.

La mutacién puntual A2075G en el gen que codifica el ARNr23S es la mas frecuente y
otorga alto nivel de resistencia a macrdélidos. No hemos detectado la presencia del gen
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ermB en la poblacidn de C. coli de nuestra zona y, por tanto, no contribuye a la resistencia
a macrolidos. La secuenciacion del gen del ARNr23S en las cepas resistentes sin las
mutaciones estudiadas podrian identificar mutaciones en otras posiciones no detectadas

hasta la fecha.

Las dos técnicas utilizadas para la tipificacién clonal, ECP y PCR-RFLP del gen flaA,
presentan un buen poder de discriminacion y son robustas, aunque la técnica de ECP es

mucho mas laboriosa.

Las técnicas son poco coincidentes en la agrupacion de cepas, sin embargo, en un mismo
contexto espacio-temporal, la mayoria de los brotes son detectados por ambas técnicas y
las cepas incluidas son las mismas. La validez y utilidad de estas técnicas han de

establecerse en conjuncién con los datos obtenidos de la epidemiologia convencional.

Las cepas clinicas de C. coli presentan una elevada heterogeneidad genética. No obstante,
las técnicas de tipificacion molecular agrupan a un nimero relativamente amplio de cepas
gue se ve reducido tras la aplicacién de los criterios temporales para identificar posibles
brotes de campilobacteriosis. La magnitud de esta reduccidon depende de la exigencia de

los criterios aplicados y, la selecciéon de estos, del objetivo que se persiga.
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