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RESUMEN

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) son causa de millones
de casos de personas enfermas y miles de muertes en todo el mundo. Tienen
diversos origenes y en su mayoria se encuentran asociadas a diversos
microorganismos. En Guatemala, no es posible conocer el detalle de las ETAs,
pues los registros epidemioldgicos del Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social de Guatemala (MSPAS) son limitados.

Campylobacter jejuni es uno de los agentes causales de ETAs. Este
enteropatdogeno esta asociado frecuentemente a cuadros clinicos de diarrea
complicada o diarrea persistente. En su transmision esta involucrado el contacto

con heces de animales domésticos y de granja.

El propdsito de este trabajo es implementar la técnica enzimatica de VIDAS
CAM para la deteccion de Campylobacter jejuni en queso fresco artesanal
inoculado experimentalmente en el Laboratorio Nacional de Salud (LNS) vy
compararla con la metodologia del estandar de oro (BAM). Para este estudio se
utilizaron 43 muestras de queso fresco artesanal las cuales fueron inoculadas
con 1x10® UFC/mL aproximadamente. De éstas se encontraron 33 muestras de
las 43 muestras totales contaminadas con C. jejuni ATCC 33291 fueron
positivas para ambos métodos utilizados. Se determiné que no existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos usando tanto la técnica de VIDAS
CAM como la prueba de estandar de oro (BAM) para el diagnostico de C. jejuni

en queso fresco artesanal inoculado experimentalmente (Prueba Z, p = 0.7674).
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ABSTRACT

Foodborne Diseases (FD) are known to be the cause of millions of cases of
disease in people and thousands of deaths in the world. These diseases have
different origins and have been associated with several microorganisms.
Epidemiological data of the Ministry of Public Health and Social Assistance in

Guatemala is limited such that there is no registry of the FD’s.

Campylobacter jejuni is known to be one of the causal agents of foodborne
diseases. This enteropathogen has been associated to different clinical
symptoms of persisten and complicated diarrhea. Domestic and farm animals

feces have been involve in its transmission.

The purpose of this study is to implement the enzymatic technique of VIDAS
CAM for the detection of Campylobacter jejuni in handmade cheese
experimentally inoculated in the National Laboratory of Health and to compare it
with the gold standard test (BAM). For this study 43 samples of handmade
cheese were inoculated with approximately 1x10® UFC/mL. It was found that 33
of 43 total samples contaminated with C. jejuni ATCC 33291 were positive for
Campylobacter jejuni with both methods. There was no significant difference
between the results of the VIDAS CAM technique and the gold standard test
(BAM) for the detection of Campylobacter jejuni in handmade cheese inoculated

experimentally (Z Test, p = 0.7674).



. INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) son causa de millones
de casos de personas enfermas y de miles de muertes en todo el mundo. Estos
constituyen un importante problema de salud publica por su magnitud, tendencia
creciente, emergencia y reemergencia;, ademas de la aparicion de nuevos
escenarios epidemioldgicos y formas de transmision, incremento de la
resistencia antimicrobiana e impacto social y econdémico (Kooper et al., 2009).
Las ETAs tienen diversos origenes y en su mayoria se encuentran asociadas a

diversos microorganismos.

El queso es uno de los principales productos agropecuarios a nivel mundial.
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), en el 2008 se produjeron en el mundo mas de 89 millones
de toneladas de este producto lacteo. Esta cantidad es superior a la produccién
anual de granos de café, hojas de té, granos de cacao y tabaco juntos (Food and

Agriculture Organization of the United Nations, 2009).

No es posible conocer el detalle de las ETAs en Guatemala, pues los registros
epidemioldgicos del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de
Guatemala (MSPAS) se limitan principalmente a la incidencia de las diarreas sin
detallar el agente etiolégico ni el alimento implicado en la transmision de la
enfermedad. Sin embargo, las diarreas son el segundo problema en importancia
como causa de muerte entre lactantes y nifios en nuestro pais (Kooper et al.,
2009).

Campylobacter jejuni es uno de los agentes causales de ETAs, se ha
demostrado que existe una relacion entre la enteritis causada por C. jejuni y el
procesamiento y consumo de alimentos crudos y mal cocidos. Este
enteropatdégeno esta asociado frecuentemente a cuadros clinicos de diarrea
complicada o diarrea persistente en menores de un afo que requieren

1



hospitalizacion. En su transmisién esta involucrado el contacto con animales
domésticos y de granja, siendo encontrada la bacteria en heces de aves de

corral, perros, gatos, vacas y ovejas (Konkel et al., 2007).

La campilobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial. Muchos de los
casos de enteritis humana han sido asociados al contacto con animales, agua
contaminada o alimentos de origen animal. En paises desarrollados, la diarrea
por Campylobacter es mas frecuente en los meses de verano, siendo afectados
todos los grupos étnicos de ambos sexos. Se considera que un alto porcentaje
de infecciones es provocado por consumo de carne de ave mal cocida. En
paises en vias de desarrollo la enfermedad parece ser mas frecuente en nifos

de corta edad.

Con este estudio se pretende implementar y comparar las metodologias de
VIDAS CAM vy del estandar de oro (BAM), para la deteccién de bacterias del
género Campylobacter en muestras de queso fresco artesanal inoculadas
experimentalmente en el Laboratorio Nacional de Salud (LNS). La prueba de
VIDAS CAM es un sistema automatizado que utiliza la técnica de Enzyme-
Linked Fluorescent Assay (ELFA) que permite la deteccion rapida de
Campylobacter en muestras de alimentos. Para ello se contaminaron 43
muestras de queso fresco artesanal con 1 mL de 1x10® UFC/mL de

Campylobacter jejuni.

Se establecié un protocolo adecuado para el aislamiento de la bacteria a partir
de queso fresco artesanal. Una vez analizadas las muestras de queso por la
metodologia de VIDAS CAM, y la metodologia estandar de oro descrita por el
Bacteriological Analytical Manual (BAM) se llevd a cabo un aislamiento y
caracterizacion morfologica de la bacteria recuperada de las muestras para
poder realizar la comparacion de proporciones independientes de dos

poblaciones.



Il.  ANTECEDENTES

A. Historia

Los primeros aislamientos de especies del género Campylobacter fueron
realizados en el area de microbiologia veterinaria, en 1909 y 1913. MacFadyean,
Stockmann y posteriormente Smith en 1918 establecieron la participaciéon de una
bacteria microaerodfila en el aborto del ganado bovino y ovino, de morfologia
similar a las especies del género Vibrio, por lo que Smith la denomind Vibrio
fetus (Moore et al., 2005).

La primera asociacion entre estas bacterias curvas y diarrea en el hombre fue
sugerida por Levy en 1946, quien realizd6 un estudio en un brote de
gastroenteritis sobre 357 pacientes en dos establecimientos penales en lllinois,
observando en examenes directos la presencia de formas bacterianas
semejantes a Vibrio en el 20% de las muestras. En 1957, Elizabeth King,
estudiando las caracteristicas de estos vibrios aislados de diferentes fuentes,
establecié que no todos correspondian a Vibrio fetus, determinando dos grupos
con caracteristicas serologicas y bioquimicas diferentes. Mientras algunos eran
capaces de crecer a 25 y 37°C, otros lo hacian a 42°C. A estos ultimos se les
consideré como vibrios relacionados sugiriendo que eran agentes de diarrea
aguda (Moore et al., 2005).

En 1963, Sébald y Veron proponen la creacién del género Campylobacter
para incluir estas bacterias. En la década de 1970, Butzler, Skirrow, Bolton,
Robertson, Blaser y Col, desarrollaron medios selectivos que permitieron aislar
estos microorganismos con relativa facilidad y establecer su participacion en

diferentes cuadros infecciosos en el hombre (Moore et al., 2005).

B. Taxonomia
Las primeras especies de este género fueron identificadas hace mas de 90
afnos en animales, pero no fue sino hasta 1970 cuando se reconocié como
3



patogeno humano. Debido a que presentan diferencias fundamentales con
relacion a la constitucion del ADN y por su incapacidad de fermentar los hidratos
de carbono, fueron agrupados en un nuevo género bacteriano Campylobacter

(campylo: curvo y bacter: bacteria) (Arturo, 2007).

Actualmente se ha incorporado nuevas especies y se ha creado la familia
Campylobacteriaceae, la cual estd compuesta por dos géneros: Campylobacter
y Arcobacter; y un género de afiliacion incierta Helicobacter. Campylobacter
presenta caracteristicas fenotipicas similares a los otros géneros. No
metabolizan carbohidratos, emplean procesos de oxidacion de aminoacidos e
intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) para obtener su energia
(Hinton, 2006).

C. Descripcidn de las caracteristicas microbiolégicas de Campylobacter

El género Campylobacter pertenece a la familia Campylobacteriaceae. Es una
bacteria Gram negativo, no esporo formadora, microaerofilica, en forma de
espiral y movil, presentando un flagelo polar unico en uno o ambos extremos
que le confiere motilidad. Estas bacterias son patégenas o comensalistas que se
agrupan en bacilos Gram negativos pequefos (0.30-0.60 ym de diametro, 0.50-
5.00 um de ancho) (Arturo, 2007).

La microscopia se caracteriza con una forma distintiva curva o en espiral o en
forma de S, con aspecto de vibrio, cuando se observan a partir de cultivos
joévenes; con mas de 48 horas de incubacién o tras una prolongada exposicion al
aire adoptan una forma cocoide. En cultivos de mas de tres dias degeneran en

formas esféricas u ovoides que han perdido su viabilidad (Arturo, 2007).

D. Morfologia en Cultivo
Las colonias de Campylobacter jejuni en el Charcoal Cefoperazone

Deoxycholate Agar (Agar carbon ceferoperaxona desoxicolato, CCDA) son



colonias grises de conformacion redonda, elevacion plana, bordes irregulares y

aspecto mucoide (University of Idaho, 2009).

La mayoria de estas bacterias crecen a una temperatura de 37°C, a
excepcion de C. jejuni que crece a 42°C. Son microaerofilicos capaces de crecer
en una atmosfera de 5% de oxigeno, 10% de dioxido de carbono y 85% de
nitrégeno. Su velocidad de desarrollo es mas lenta que la de otras bacterias de
la flora normal entérica, por lo que para su aislamiento a partir de materias
fecales se requieren medios de cultivo selectivos que inhiban esta flora.

Campylobacter son organismos de crecimiento lento (Arturo, 2007).

E. Toxinas y su funcion

Un mecanismo importante por medio del cual bacterias enteropatogenas
pueden inducir diarrea es a través de la produccion de toxinas. Las toxinas
bacterianas, en general han sido clasificadas como dafiinas para la membrana
plasmatica de las células eucariotas. Se conoce que C. jejuni puede producir por
lo menos dos exotoxinas: una enterotoxina (toxina citotonica) y una citotoxina

(todas las toxinas de origen proteico) (Walker, 1986).

Los aislamientos de C. jejuni también poseen proteinas de adhesion,
llamadas adhesinas, las cuales promueven la union del organismo a las células
epiteliales. La habilidad de C. jejuni de adherirse a células epiteliales que
recubren el tracto gastrointestinal se atribuye a la virulencia de esta bacteria. La
capacidad de C. jejuni de unirse a los receptores celulares en el intestino de las
aves es necesario para la colonizacion de esta bacteria (Konkel et al., 2007). La
enteritidis por Campylobacter puede presentar una gran variedad de sintomas
que pueden ir desde la diarrea acuosa hasta una disenteria. Se cree que una o

ambas toxinas pueden ser responsables de estos sintomas (Walker, 1986).



1. Enterotoxina: Estudios han comprobado que las cepas de
Campylobacter aisladas de pacientes con diarrea acuosa produce una
enterotoxina similar a la citotoxina. Esta toxina induce la secrecion de diarrea
mediante la estimulacion de la actividad de la adenil ciclasa en la mucosa
intestinal y la interrupcion del transporte de iones en los enterocitos. A pesar de
no haber sido caracterizada completamente, entre sus caracteristicas se pueden
mencionar que es una proteina con un peso molecular de 60,000-70,000 que
puede ser inactivada a 56°C por 1 hora 0 a 96°C por 10 minutos. Esta toxina se
encuentra parcialmente inactivada a un pH de 4 y puede considerarse destruida
aun pHde 2y 8. Tiene la capacidad de causar cambios citotdnicos en las lineas
celulares induciendo la elongacion de las células Ovario de Hamster Chino
(Chinese Hamster Ovary, CHO) (Walker, 1986).

2. Citotoxina: Estudios indican que esta toxina es producida por C. jejuni
y puede ser téxica para distintas lineas celulares de mamiferos (células Hela,
células del epitelio intestinal y mucosa intestinal), incluyendo el rindn de bovino.
Es una toxina labil al calor (100°C por 30 minutos), estable a una temperatura de

60°C por 30 minutos y sensible a la tripsina (Walker, 1986).

F. Epidemiologia

C. jejuni es una de las causas mas comunes de infecciones por alimentos en
los paises en desarrollado (Callicott et al., 2008). Es frecuentemente encontrado
en la flora intestinal de los animales, especialmente en las aves. Los productos
alimenticios inadecuadamente preparados son una causa importante de las
infecciones causadas por estas bacterias. En la actualidad C. jejuni es
responsable del 95% de los casos humanos de campilobacteriosis. C. jejuni esta
actualmente identificado como la causa principal de enfermedades bacterianas

en los paises desarrollados y en vias de desarrollo (Hinton, 2006).

La mayoria de casos de campylobacteriosis se encuentran asociados con la

ingestion de alimentos crudos y mal cocinados. Las fuentes de riesgo de



contraer Campylobacter por alimentos puede dividirse en tres areas: la higiene
en la cocina, prevalencia y contaminacion. En el caso de la higiene al cocinar,
esta debe de abordarse a través de la educacion. A diferencia de ésta la
prevalencia y contaminacion son importantes para la regulacion de la seguridad
alimentaria. La prevalencia debe ser utilizada para indicar la presencia o
ausencia entre parvadas de gallinas. Sin embargo, este método es considerado
como inadecuado cuando la prevalencia de Campylobacter es alta, debido a que
unicamente se indica presencia-ausencia en el caso de existir contaminacién
(Callicott et al., 2008).

La mayoria de casos de campylobacteriosis son de naturaleza esporadica.
Estudios epidemiolégicos, han demostrado que existe una relacion entre la
enteritis causada por C. jejuni y el procesamiento y consumo de alimentos
crudos y mal cocidos. Esta relacion ocurre debido a que la mayoria de aves de
corral de 2 a 3 semanas de edad se encuentran colonizadas por Campylobacter
jejuni (Konkel et al., 2007). Campylobacter fetus subsp jejuni se considera como
una causa importante y frecuente asociadas a las enfermedades entéricas en el
hombre. Estudios recientes realizados en diversos paises han demostrado que
este microorganismo es responsable del 3 al 11% de los casos de diarrea en

paises desarrollados (McNaughton, 1982).

1. Enfermedades causadas por Campylobacter: Las bacterias patdgenas
que son contraidas por el hombre a través de los animales representan un gran
peligro a nivel mundial. Es de mucha importancia entender la ecologia de estos

patégenos en el huésped (Skanseng et al., 2007).

Campylobacter es considerado como uno de los principales patégenos que
afectan al hombre (Hinton, 2006). C. jejuni es la causa mas comun de
enfermedades por alimentos, especificamente las enfermedades diarreicas vy
gastroenteritis en el hombre (Taylor, 1982; Konkel et al., 2007; Skanseng et al.,

2007 y Endtz, 1991). C. jejuni es considerado como uno de los patégenos



responsables de bacteremia, artritis séptica, aborto séptico y otras infecciones
extraintestinales. El sindrome de Reiter, sindrome de Guillan-Barré y la
pancreatitis por lo general se presentan después de la enterocolitis.
Campylobacter es una causa importante de las enfermedades diarreicas
(Peterson, 1994).

a. Enterocolitis. La enteritis por Campylobacter 0
campylobacteriosis, comunmente resultan de 1 a 7 dias después de una ingesta
de 500-10,000 células (dosis infectiva), en funcion de la cepa (Konkel et al.,
2007 y Peterson, 1994). Esta se caracteriza por fiebre, dolores abdominales y
diarrea. Las muestras de heces de individuos contaminados con C. jejuni
frecuentemente contienen exudados celulares, pus 0 mocos y leucocitos. Las
ulceraciones mucosas y absceso en criptas también se han observado (Konkel
et al., 2007).

La manifestacidn mas comun por enterocolitis causada por C. jejuni son las
enfermedades diarreicas, las cuales se acompanan por dolor abdominal (Cuadro
1). Es importante mencionar que las enfermedades diarreicas causadas por C.
jejuni son similares a las enteritis causada por Salmonella spp. y Shigella spp
(Peterson, 1994).

Se ha demostrado que algunas cepas de C. jejuni producen una enterotoxina
que presenta ciertas similitudes con la toxina del célera (CT) (Peterson, 1994). Al
invadir la pared del intestino delgado, la toxina CT promueve la secrecion del
cloro y agua por las células de la cripta intestinal. Por lo cual el paciente puede
desarrollar una diarrea acuosa que puede provocar la deshidratacién (Lafuente
et al., 2006). A pesar de la produccion de esta toxina, la patogénesis de C. jejuni
en la mucosa intestinal es causado en por la invasion bacteriana (Peterson,
1994).



Cuadro 1. Manifestaciones comunes de enteritis por Campylobacter jejuni en
paises desarrollados

Sintomas o signos % Pacientes afectados
Diarrea 75-100
Cdlicos o dolor abdominal 55-97
Malestar general 73-95
Fiebre 52-91
Anorexia 83-90
Dolor de cabeza 12-82
Nausea 30-76
Escalofrios y sudor 29-75
Mialgia 19-69
Vémitos 19-55
Heces con sangre 6-57

(Peterson, 1994)

Los pacientes inmuno comprometidos se encuentran predispuestos a padecer
enterocolitis cronica o recurrente por C. jejuni. Las infecciones recurrentes o
cronicas han sido reportadas en pacientes con hipogammaglobulinemia y en
personas que padecen del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
(Peterson, 1994).

b. Otras manifestaciones gastrointestinales. C. jejuni ha sido aislado
de la bilis de pacientes que han sido sometidos a algun tratamiento quirurgico
para la colecistitis. Se ha asociado, ademas la pancreatitis aguda con la enteritis
debido a C jejuni. Como también ha sido considerado como una de las causas
de peritonitis bacteriana en pacientes con cirrosis y ascitis debido al alcoholismo
(Peterson, 1994).

c. Sindrome de Guillan-Barré (Guillain-Barré sindrome, GBS). C.
jejuni también se ha implicado en el desarrollo del Sindrome de Guillain-Barré o
polineuritis aguda post-infecciones. EI GBS es un trastorno de desmielinizacién
que da lugar a una paralisis neuromuscular aguda (Konkel et al., 2007 y
Altekruse et al., 1999). Se estima que hay 1 caso de GBS por cada 1000 casos
de campilobacteriosis. Aproximadamente 20% de los pacientes con GBS

presentan una discapacidad y aproximadamente 5% muere. El dolor y la
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incapacitacion que se presentan pueden durar meses o volverse cronicas. Se
cree que el GBS es una respuesta autoinmune estimulada por la infeccion
(Altekruse et al., 1999).

d. Aborto séptico y pérdida. En casos de aborto séptico,
Campylobacter ha sido aislado tanto del feto como de la sangre materna. Como
también ha sido aislado en la sangre materna en casos de abortos involuntarios.
Se ha observado también que algunos pacientes con gammaglobulinemia que
sufren abortos recurrentes puede deberse a infeccion por C. jejuni (Peterson,
1994).

2. Cifras en Guatemala: Los registros epidemiolégicos del MSPAS se
limita principalmente a la incidencia de las diarreas sin detallar el agente
etiolégico ni el alimento implicado en la transmision de la enfermedad. Las
diarreas son el segundo problema en importancia como causa de muerte entre
lactantes y nifilos (Cuadro 2 y 3), después de la neumonia. Igualmente esta en la
segunda posicidon entre las enfermedades infecciosas, después de las
infecciones respiratorias agudas. La mayoria de los estudios han enfocado el
desarrollo de enfermedades diarreicas en la poblacidon guatemalteca como

causa de la contaminacion del agua (Kopper et al., 2009).

Cuadro 2. Causas de morbilidad de 1 a 4 afos.

Causa No. Casos %
Diarreas 4,406 32.77
Paralisis Flacida Aguda 1 0.01

(Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2008)

Cuadro 3. Causas de mortalidad en menores de 7 dias, 1 aino y de 1 a 4 afos.

>7 dias > 1 afo >1 a 4 anos
Causa No. Muertes % No. Muertes % No. Muertes %
Diarreas 2 1.63 17 3.01 9 2.66
Meningitis no o 163 5 0.71 - -

especificada

(Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2008)
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Dentro de las gastroenteritis infecciosas, un conjunto importante se debe al
consumo de agua contaminada con agentes diarreogénicos que se originan
generalmente cuando las lluvias arrastran materia fecal de personas enfermas o
animales portadores a las fuentes de agua que abastecen a las poblaciones. La
distribucion de los casos de diarrea se asocia con factores econdmicos vy
sociales asi como con el saneamiento ambiental, intimamente relacionado con la

pobreza, el analfabetismo y la desnutricién cronica (Kopper et al., 2009).

Los Cuadros 4 al 6 presentan un resumen de los datos epidemiologicos del
MSPAS para los anos 2007 a 2009 relacionados con las enfermedades
transmitidas por Campylobacter, especificamente la enteritis. Los datos
proporcionados por el MSPAS unicamente cubren a los departamentos de
Huehuetenango, Guatemala, Quetzaltenango, Santa Rosa y Zacapa. En los
casos de enteritis predominan en jévenes adultos, adolescentes y nifios

menores a 4 anos.

Cuadro 4. Enteritis debido a Campylobacter en mujeres en el departamento de
Huehuetenango para el afio 2009.
Departamento 2meses-1ano 1-4 anos 15-19 afos
Huehuetenango 3 10 1
(Ministerio de Salud Publica, 2009)

Cuadro 5. Enteritis debido a Campylobacter en mujeres en los departamentos de
Guatemala, Quetzaltenango y Zacapa para los afios 2007-2008.

2007 2008
Departamento 15-19 afios  25-39 anos  50-59 afios  10-14 anos
Guatemala 0 0 0 1
Quetzaltenango 2 1 1 0
Zacapa 0 0 1 0

(Ministerio de Salud Publica, 2009)

Cuadro 6. Enteritis debido a Campylobacter en hombres en el departamento de
Huehuetenango, Guatemala y Zacapa para los afios 2007-2009.

2007 2008 2009
Departamento  60-64 afios 5-9afos 2meses-1afio 1-4afos 5-9 anos
Huehuetenango 0 0 2 12 1
Guatemala 0 1 0 0 0
Zacapa 1 0 0 0 0

(Ministerio de Salud Publica, 2009)
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El Cuadro 7 muestra los casos de enteritis ocasionadas por Campylobacter
reportadas en Santa Rosa. La mayor incidencia se debe a C. jejuni, con 54% de
muestras positivas. El 41% de los casos fueron originados por C. coli; el restante
5% no fue tipificado. A diferencia de los cuadros anteriores, este no discrimina

por grupo etareo.

Cuadro 7. Diarreas debido a Campylobacter en Cuilapa, Santa Rosa para los
anos 2007-2008.

Hospital Centro y puestos
Patogeno Muestras % Muestras %
Campylobacter coli 0 0 15 41
Campylobacter jejuni 1 1 20 54
Campylobacter spp. 0 0 2 5

(Arvelo & Lopez, 2008)

Las enfermedades transmitidas por alimentos estan presentes entre las diez
primeras causas de hospitalizacion. Las enfermedades diarreicas agudas el
cuarto lugar y el parasitismo intestinal el décimo lugar (Kopper et al., 2009). En
el Cuadro 8 se presenta un resumen de los datos epidemiolégicos del MSPAS
para el 2008, relacionados con las enfermedades transmitidas por alimentos,
especificamente las diarreas. Es notable el papel predominante que tienen las

diarreas, sin sefalar el agente.

Cuadro 8. Causas de morbilidad general.

Causa Frecuencia Masculino % Frecuencia Femenino % Total

Diarreas 4,004 3.97 4,541 3.26 8,545

(Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social)
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G. Desarrollo de la infeccion

1. Dosis Infectiva (DI). La infeccion por Campylobacter spp ocurre debido
a la ingestién de alimentos y agua contaminada. El vehiculo de transmisién
representa un factor importante en las infecciones causadas por Campylobacter,
ya que este puede sobrevivir durante 2 a 5 semanas en agua o leche con una
temperatura de 4°C. Los vehiculos mas comunes de transmisidn incluyen la
leche no pasteurizada, aves de corral y agua contaminada. Es importante
mencionar que no todas las personas expuestas tienden a desarrollar sintomas

gastrointestinales (Walker et al., 1986).

2. Motilidad y quimiotaxis. Al pasar la barrera gastrica, el patdégeno debe
colonizar la superficie mucosa, para que pueda dar inicio a la infeccion. La
motilidad dirigida por estimulos quimiotacticos puede aumentar la eficiencia de la
colonizacion de la mucosa. Estudios realizados han demostrado que C. jejuni
posee un comportamiento quimiotactico positivo hacia L-fucosa, L-aspartato, L-
cisteina, L-glutamato y L-serina. También posee cierta afinidad por el piruvato,

citrato, citrato y a-cetoglutarato (Walker et al., 1986).

3. Adherencia. A pesar de no tener fimbrias para su adhesion al epitelio,
C. jejuni emplea proteinas de membrana, lipopolisacaridos y glucocalix. A pesar
de esto, C. jejuni emplea distintas substancias que causan interferencia al
momento de la adhesidon a las células epiteliales. Estudios también han
demostrado que existe una inhibiciébn parcial al unirse con los siguientes
carbohidratos: glucosa, galactosa, manosa, N-acetilgalactosamina y N-
acetilglucosamina entre otras. La inhibicién parcial de la adhesion sugiere que
pueden existir una variedad de receptores en cuanto a la adhesion (Walker et
al., 1986).

H. Prevencion y tratamiento
El principal tratamiento para la mayoria de pacientes con campilobacteriosis,

es la ingesta de fluidos y electrolitos (Altekruse et al., 1999). La mayoria de
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pacientes unicamente requieren un tratamiento de apoyo. Se ha demostrado que
la mayoria de antidiarreicos impiden que la infeccidn continue y aumentan la
probabilidad de necesitar un tratamiento con antibiéticos antimicrobianos
(Peterson, 1994). Las infecciones por Campylobacter generalmente son
autolimitadas, la terapia con antibiéticos puede ser prudente para pacientes con
fiebre alta, diarrea con sangre y que hayan tenido 8 diarreas en un trascurso de
24 horas (Altekruse et al., 1999). Cuando se requiere de antibidticos
antimicrobianos, la eritromicina es el farmaco de eleccion para tratar la

enterocolitis (Altekruse et al., 1999 y Peterson, 1994).

Estudios han demostrado que en paises desarrollados que Campylobacter
presenta una resistencia de 0.50-8.40%. Sin embargo, la resistencia a la
eritromicina es mucho mas comun en Escherichia coli que en C. jejuni. Algunos
farmacos en los cuales Campylobacter presenta sensibilidad se puede
mencionar: gentamicina, tetraciclina, doxociclina, furozolidona y ciprofloxacina.
Entre los farmacos que pueden emplearse como alternativa a la eritromiciana, se
encuentra la ciprofloxacina, gentamicina y a la tetraciclina. Sin embargo se ha
observado que existe cierta resistencia a los farmacos que presentan entre sus

ingredientes a las quinolonas (Peterson, 1994).

l. Reservorios

Posee la capacidad de colonizar la mucosa intestinal de la mayoria de
animales de sangre caliente. Sin embargo, el ambiente adecuado para su
reproduccion es el intestino de las aves (aves silvestres, pollos, pavo, patos y
avestruces). Este coloniza a las aves como un organismo comensal, con
excepcion del avestruz. Es asumido que Campylobacter contamina a las aves de

corral durante el procesamiento de las aves (Newell, 2003).

Las aves de corral son consideradas el principal reservorio para la transmision

al hombre. C. jejuni es capaz de colonizar el tracto gastrointestinal del reservorio
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sin causar ninguna enfermedad. Se localiza principalmente en la parte inferior

del tracto gastrointestinal, especialmente en el ciego (Skanseng, et al., 2007).

J. Relacién con alimentos

La contaminacion de los alimentos puede proceder de su origen o ser
introducida durante su procesamiento y preparacién (Quifiones et. al, 2007). La
transmision alimentaria pueden ser de dos tipos; las infecciones alimentarias
(producidas por la ingestion de microorganismos) y las intoxicaciones
alimentarias (producidas como consecuencia de la ingestion de toxinas
bacterianas producidas por microorganismos presentes en los alimentos). En
ciertos casos, pueden producirse alergias alimentarias causadas por la

presencia de microorganismos (Universidad Publica de Navarra, 2002).

Los alimentos presentan siempre microorganismos en su superficie 0 en su
interior. Estos microorganismos pueden ser, atendiendo a su origen, enddégenos
(presentes en el interior de las estructuras del alimento) o exdégenos (se
incorporan al alimento durante su manipulacion y procesado). En cualquier caso,
los alimentos son una via importante de transmision de microorganismos que
pueden causar infecciones e intoxicaciones que, por lo general tienen un tiempo
de incubacion corto (2 a 10 horas) y suelen cursar con sindromes
gastrointestinales. Puesto que algunas de estas patologias tienen una DMI
(dosis minima infectiva) muy baja es muy necesaria la higiene de los alimentos y

de los procesos de elaboracion (Universidad Publica de Navarra, 2002).

K. Queso

La Food and Agriculture Organization (FAO) define al queso como un
producto fresco o madurado obtenido por drenaje tras la coagulacién de la leche,
nata, leche desnatada o parcialmente desnatada, grasa de la leche o
combinacion de estos ingredientes. Es un alimento sélido fresco o madurado

elaborado a partir de leche de vaca, cabra, oveja, bufala o camella. Este es
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obtenido al separar la cuajada del suero la leche utilizando cuajo o algun
sustituto (Robinson, 2002).

1. Clasificacion de queso: Puesto que existe una extensa variedad de
quesos, su clasificacién es complicada. En la actualidad se conocen en todo el
mundo unos 2,000 nombres de tipos diferentes de quesos que, en parte,
presentan caracteristicas muy distintas y que requieren para su elaboracién una
serie de procedimientos mas o menos diferenciados (Spreer, 1991). Hay
caracteristicas propias de cada queso que ayuda a clasificarlo segun su tamafno,
forma, peso, color, aspecto externo, contenido de grasa, contenido de sal y tipo
de leche de la que proviene. Los ingredientes generales del queso son leche,
cultivos, colorantes, aditivos y coagulantes. Estos varian dependiendo de la

especificacion de cada queso (Robinson, 2002).

Los aspectos que deben de considerarse para la clasificacion del queso, son
los siguientes (Spreer, 1991):

e Caracteristicas de fabricacion (quesos naturales, quesos de
elaboracién mixta, quesos de leche acida, quesos fundidos).
Consistencia (quesos de pasta dura, de pasta firme y de pasta blanda).

e Tipo de leche (de vaca, de cabra, de oveja, etc.).

e Composicion (contenido de calcio, extracto seco, contenido de agua y
contenido de grasa).

e Proceso de maduracion (queso frescos y queso madurados).

e Sabor.

Se puede establecer una clasificacion general de los quesos en tres grandes
grupos (Spreer, 1991):
e Quesos al cuajo o naturales: se obtienen directamente de la leche

empleando enzimas proteoliticos (cuajo) y acido.
e Quesos no madurados (quark, quesos frescos, queso blanco): se

obtienen de forma parecida que los anteriores, pero con una elevada
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proporcion de acido y sin que se desarrolle una fermentacion
intensamente proteolitica.

e Quesos de larga conservacion (quesos fundidos): se elaboran en su
mayoria con quesos al cuajo, que se someten para su conservacion a

un tratamiento térmico.

En Guatemala se elaboran varios quesos como requesén, queso fresco,
queso de capas y queso seco. La mayoria de estos (a excepcion del queso

seco) son quesos de tipo blando y con altos contenidos de agua (Varnam, 1994).

Estos quesos son fabricados por coagulacién acida y son tecnolégicamente
sencillos. Su proceso tipico de fabricacidn es el del queso lactico y generalmente
se fabrican con cultivos iniciadores mesofilos como Lactobacillus lactis y
Lactobacillus cremoris. Algunos se fabrican a partir del lactosuero restante de la
fabricacion de quesos de pasta dura y son acidificados solamente con zumo de

limén (Varnam, 1994).

2. Queso Fresco: Los quesos frescos son resultado de una coagulacion
lenta de la leche por accién de la acidificacion combinada o no con la accién de
una pequefa cantidad de cuajo. Los quesos frescos presentan una gran
diversidad segun el grado de desuerado del coagulo y el contenido en materia

grasa de la leche empleada.

Estos se caracterizan por (Mahaut et al., 2003):
e Cuajada no prensada y un elevado contenido de agua.
e Débil sensacion acida y corto periodo de conservacion.

¢ Producto que se consume sin periodo de maduracion.

Segun su pais de origen, se conocen bajo el nombre de queso blanco, petit
suisse, neufchatel, quark, cream cheese, queso cottage, ricotta, entre otros. Los

quesos frescos presentan caracteristicas nutritivas importantes, en cuanto a
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concentrado de proteinas y a un contenido en calcio no despreciable. Cualquiera
que sea la categoria, el contenido en glucidos permanece idéntico (Mahaut et
al., 2003).

3. Importancia econdmica del queso: Segun la FAO la produccion
mundial de todos los tipos de queso se ha elevado de 4.934 millones de
toneladas en 1963 a 89 millones de toneladas en el 2008. Esta cantidad es
superior a la produccién anual de granos de café, hojas de te, granos de cacao y
tabaco juntos (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2009).
La panoramica es que la produccion de queso continuara aumentando y que,
junto a las leches fermentadas, seran los principales productos derivados de

leche liquida no requerida para consumo directo ver Cuadro 9 (Robinson, 2002).

El aumento anual en la produccion de queso, sin embargo, no solo depende
de la disponibilidad de leche sino también de la capacidad de la industria para
vender el queso, teniendo en cuenta el impacto de factores tales como las
condiciones econdmicas prevalentes, los cambios del mercado ocasionados por
los habitos de consumo y la disponibilidad de alimentos ricos en proteina

alternativos.

Cuadro 9. Panorama del mercado mundial de los productos lacteos
(Millones de toneladas (equiv. Leche)

Balanza Mundial 2007 2008 2009 (prondstico)

Produccion total de leche  676.10 687.70 699.00
Leche desnatada en polvo  24.10 24.60 25.00
Leche entera en polvo 30.80 31.60 32.10
Mantequilla 60.30 62.30 64.00
Queso 85.90 87.90 89.80

Otros productos 47510 481.30 488.00

Comercio total 39.40 39.70 39.40

(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2009).

Como se presenta en el Cuadro 10, el queso es un producto importante del

mercado mundial. Idealmente, los paises en desarrollo deberian incrementar su
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consumo, pues el queso juega un papel importante como suplemento alternativo

de calcio; afortunadamente, el consumo va en alza (Robinson & Wilbey, 2002).

Cuadro 10. Indicadores de la oferta y la demanda de los productos lacteos

(kg/afo)
Consumo humano anual per capita 2007 2008 2009 (pronostico)
Mundial 102.40 103.10 103.60
Desarrollados 24540 246.90 249.60
En desarrollo 64.00 65.50 66.90
Comercio- cuota de produccion 5.80% 5.80% 5.60%

(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2009b)

4. Comercio nacional del queso: Se hace evidente la importancia de los
productos lacteos en la dieta del guatemalteco. En el Cuadro 11, de los 9
alimentos presentados, hay 3 productos lacteos, siendo el queso el de mayor

consumo.

Cuadro 11. Alimentos mas consumidos en Guatemala para el aiio 2000.

Alimento % uso
Huevos de gallina 81
Frijoles en grano 77
Carne de pollo 55
Tortillas y similares 38
Queso 32
Leche fluida 24
Salchicha, jamoén y similares 23
Crema 22
Jugos de frutas y similares 15

(Kopper et. al, 2009).

a. Importaciones en Guatemala. Respecto al valor de las
importaciones de leche y productos lacteos a nuestro pais, la tendencia es una
alza sostenida que va desde un 8.8% entre el 2002 y 2003, hasta un 27.8%
entre 2006 y 2007. En los primeros 6 meses de 2009, las importaciones casi

igualaron el valor total de 2002, Cuadro 12.
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Cuadro 12. Valor (CIF) de las importaciones de la leche y productos lacteos.
(Cifras en miles de US ddlares).

ARo Valor (CIF)
2002 74,983.60
2003 82,235.00
2004 93,161.90
2005 120,327.30
2006 125,559.60
2007 173,979.60
2008 188,662.20

2009 (enero-junio)  74,670.00
(Banco de Guatemala, 2009)

En el Cuadro 13, se hace notar que el queso mas importado en el afo 2007
fue el Mozzarella, utilizado para la preparacion de pizza y alimentos de

restaurante.

Cuadro 13. Valor (CIF) de las importaciones de queso en el afio 2007
(Cifras en US ddlares).

Producto Valor
Queso fresco (sin madurar), incluido el del lactosuero y requeson 704,172
Tipo “Cheddar”, deshidratado 249,043
Otros 1,647,199
Queso fundido, excepto el rallado o en polvo 1,707,770
Queso de pasta azul y demas quesos que presenten ventas 34 151
producidas por Penicillium roqueforti ’
Tipo mozzarella 7.548,817
Tipo cheddar, en bloques o barras 1,656,947
Otros 8,105,381
Total 21,653,480

(SIECA, 2009)

b. Exportaciones de Guatemala. ElI comportamiento de las
exportaciones de leche y productos lacteos no muestra una tendencia. En el
Cuadro 14, se ve que en los afios 2003, 2005 y 2007 hubo un crecimiento
significativo con respecto al ano anterior. Esto no ocurrié en los afios 2004 y
2006, cuando se reportaron mermas que incidieron en cifras negativas en el

comercio de este rubro.
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Cuadro 14. Valor (FOB) de las exportaciones de la leche y productos lacteos
(Cifras en miles de US ddlares).

ARo Valor (FOB)
2002 11,642.60
2003 13,102.70
2004 12,434.90
2005 17,682.60
2006 15,389.70
2007 21,052.30
2008 22,604.60
2009

(enero-junio) 11,436.30
(Banco de Guatemala, 2009)

En el Cuadro 15, se nota que los quesos procesados son los que aportan la
mayor cantidad en las exportaciones, los fundidos y tipo Cheddar aportan cerca

del 33% de las exportaciones nacionales en ese rubro.

Cuadro 15. Valor de las exportaciones de queso en el afio 2007.
(Cifras en US ddlares, volumen en kilogramos).

Producto Valor Volumen
Queso fresco (sin madurar), incluido el del lactosuero y 21,091 11,551
requeson
Otros 53,625 12,706
Queso fundido, excepto el rallado o en polvo 469,857 118,526
Tipo mozarella 169,415 26,678
Tipo cheddar, en bloques o barras 242,077 40,665
Otros 778,642 174,970
Total 1,734,707 385,096
(SIECA, 2009)
L. Pruebas para la deteccion e identificacion de Campylobacter.

1. Deteccion microbioldgica y bioquimica de Campylobacter utilizando la
metodologia del BAM:

Campylobacter es una bacteria fastidiosa que necesita de algunos
requerimientos nutricionales para crecer. No metaboliza carbohidratos, por lo
cual obtiene su energia mediante la oxidacion de aminoacidos y la obtencién de
productos intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico (TCA). El crecimiento
de Campylobacter en distintos medios basales, depende en su mayoria por la

adiccion de suplementos a estos. La sangre lisada suele ser el suplemento de
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preferencia en la mayoria de medios para Campylobacter. Como también la
mayoria de estos medios contienen carbono, sulfato ferroso, metabisulfito de
sodio, piruvato de sodio para proteger a las bacterias contra los efectos toxicos

de oxigeno (Hinton, 2006).

a. Catalasa. La catalasa es una enzima hemoproteica, que se
caracteriza por poseer una estructura tetramérica, en la cual cada subunidad
contiene un grupo Hem (Fe>*). Esta presente en la mayoria de las bacterias
aerobias, facultativas y anaerobias aerotolerantes, como por ejemplo
Campylobacter. La catalasa manifiesta actividad de peroxidasa. Cataliza la
oxidacion de sustratos acoplada a la reduccién de perdxido de hidrégeno para
formar agua y oxigeno molecular. En la prueba de catalasa la reaccién se
efectua con dos moléculas de peroxido de hidrogeno, una de las cuales actua
como sustrato reducido y la otra como donador de atomos de hidrégeno; esto
resulta en la formacién de agua (sustrato reducido) y oxigeno (donador oxidado).
El peroxido de hidrogeno es muy toxico para las bacterias. Generalmente los
microorganismos que carecen de citocromos, también carecen de catalasa, asi

la mayoria de las bacterias anaerobias no la poseen (Rodriguez et al., 2005).

b. Hidrdlisis del hipurato. El hipurato es un compuesto organico
aromatico que puede ser hidrolizado enzimaticamente originando benzoato y

glicina. Esta prueba es utilizada para diferenciar especies de Streptococcus.

c. Oxidasa. La oxidasa, también conocida como citocromo C
oxidasa o indofenol oxidasa, activa la oxidacion el citocromo C reducido, por
accion del oxigeno molecular. Esta enzima se encuentra en una gran variedad
de seres vivos, incluso algunas bacterias, por lo que su determinacion es de
interés taxondémico en bacteriologia. La mayor parte de las bacterias Gram
positivas son oxidasa negativas. La prueba de oxidasa determina indirectamente

la presencia del citocromo C oxidasa. Esta cataliza la oxidacion del citocromo C
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reducido (Ecuacion 1). El que a su vez oxida el reactivo empleado, dando un

complejo coloreado (Ecuacion 2) (Rodriguez et al., 2005).

Ecuacion 1 2 citocromo C reducido + 2H* + 30, — 2 citocromo C oxidado + H,0

(Rodriguez et al., 2005).

Ecuacion 2 2 citocromo C oxidado + reactivo - compuesto coloreado
(Rodriguez et al., 2005).

d. Agar Hierro Tres Azucares (Triple Sugar Iron Agar, TSI). El medio
fue disefiado para determinar la habilidad de las bacterias de fermentar hidratos
de carbono y producir sulfuro de hidrégeno (SH,). EI medio contiene 1 parte
(0.10%) de glucosa y 10 partes (1.00%) de lactosa y sacarosa. El indicador de
pH es el rojo fenol y el sulfato ferroso pone en evidencia la formacion de SH,. Si
el microorganismo fermenta glucosa, tanto la puncién como la estria apareceran
de color amarillo. Si el organismo fermenta lactosa y/o sacarosa, la estria
permanecera acida (amarilla). Si no fermenta lactosa, la estria se vuelve alcalina
(roja). Los organismos que no fermentan glucosa no producen cambios en el pH
del medio o produciran productos alcalinos y el medio TSI permanecera rojo. La
produccion de SH; se manifiesta por un ennegrecimiento del medio (Caffer et al.,
2007).

2. Deteccion enzimatica de Campylobacter utilizando el sistema de
ensayo de diagnostico inmunolégico Vitek (VIDAS, Vitek Immuno Diagnostic

Assay System) Campylobacter (CAM) (BioMérieux Industry®).

El VIDAS CAM Assay es un sistema automatizado que utiliza la técnica de
Ensayo por fluorescencia ligado a enzimas (ELFA, Enzyme-Linked Fluorescent
Assay), utilizado para la deteccion de Campylobacter spp. Este método permite
la deteccion rapida de Campylobacter en muestras de alimentos, como de

ambiente después de una etapa previa de enriquecimiento. Los resultados
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positivos deben ser confirmados por los métodos microbiolégicos. ELFA es una
variante de la técnica de ELISA, la cual ha sido utilizada para la deteccion de
anticuerpos virales IgG en muestras clinicas (Figura 1), (Jacobs-Reitsma et al.,
2005).

La tecnologia ELFA utiliza un principio de determinacion que asocia el
marcaje por una enzima y una medida de fluorescencia. Es decir que la fase
sélida de uso unico (cono) hace las veces de aguja para toma de muestras este
concepto elimina potencialmente la contaminacién intermuestras. En cada etapa
el cono aspira y expele varias veces el reactivo; las cinéticas de las reacciones
aumentan y los tiempos de incubacion se acortan. La intensidad final de la
reaccion se mide en el pocillo de lectura. Este principio permite la utilizacion de
VIDAS para la determinacion de numerosos analisis: deteccidon de
inmunoglobulinas, deteccion de antigenos (bacterianos, virales y proteicos entre
otros) y la deteccién de haptenos (como las hormonas) (BioMérieux Industry,
2005).

La técnica ELFA es 100 veces mas sensible que la técnica ELISA o
radioinmunoensayo. Ademas, es una técnica simple, confiable y un método de
extrema sensibilidad que puede detectar una pequefa cantidad de antigenos
virales. Entre sus desventajas puede mencionarse que se requiere de un
espectrofluorémetro, por lo cual los resultados no pueden leerse visualmente,
debido a que utiliza un substrato que produce una fluorescencia en lugar de un
producto visible al ocurrir la interaccién con la inmunoglobulina que se encuentra

ligada a la enzima (Yolken et al., 1979).
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Figura 1. Principio de ELFA
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(BioMérieux Industry, 2010).



. JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son causa de millones
de casos de personas enfermas y de miles de muertes en todo el mundo. Por lo
tanto, es de suma importancia la relacién de las ETAs con los alimentos

procesados y productos lacteos producidos en el pais, como el queso.

El queso es uno de los principales productos agricolas a nivel mundial. En
Guatemala, la leche y productos lacteos representan una rama importante del
sector agroindustrial. Las exportaciones de leche y productos lacteos

representan para la economia guatemalteca, USD 11,436.30.

El 30% de los guatemaltecos consume queso como parte de su dieta diaria y
por esta razon se considera importante investigar a los microorganismos
causantes de muchas enfermedades gastrointestinales. Uno de estos
microorganismos es Campylobacter jejuni, el cual es responsable de
infecciones que se originan principalmente por consumo de alimentos de origen
animal elaborados bajo condiciones no sanitarias. Estudios en paises
industrializados y en desarrollo han demostrado en los ultimos afos que las
infecciones causadas por Campylobacter en humanos se deben en su mayoria a

esta especie.

Sin embargo, a pesar de las cifras proporcionadas por el Ministerio de Salud
Pudblica y Asistencia Social (MSPAS) indican prevalencia de enteritis causada
por Campylobacter en 4 de los 22 departamentos del pais, la caracterizacion de

las infecciones diarreicas en el pais no especifica el agente causal.

Por tal razéon, con el objeto de proporcionar una nueva metodologia
igualmente confiable que la metodologia estandar para determinar la presencia
de C. jejuni, se decidié implementar la metodologia de VIDAS CAM en muestras
de queso fresco artesanal inoculados experimentalmente con C. jejuni en el
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Laboratorio Nacional de Salud. Con esta metodologia se pretende lograr
identificar esta bacteria y contar con una técnica novedosa y rapida para la
detecciéon de C. jejuni a nivel nacional. Se comparé la metodologia VIDAS CAM
con la metodologia del estandar de oro (BAM) para determinar la factibilidad de
identificar con el nuevo método la presencia o ausencia de Campylobacter jejuni

en queso fresco artesanal inoculado experimentalmente.



IV. OBJETIVOS

A. General

Implementar la metodologia de VIDAS CAM y comparar con la metodologia
del estandar de oro (BAM), para la deteccién de Campylobacter en muestras de
queso fresco artesanal inoculadas experimentalmente en el Laboratorio Nacional
de Salud (LNS).

B. Especificos

1. Caracterizar morfoldgica y bioquimicamente las colonias aisladas de
Campylobacter jejuni a partir de muestras de queso fresco artesanal, utilizando
el método tradicional (BAM).

2. Realizar la comparacién entre la metodologia VIDAS CAM vy la

metodologia del estandar de oro (BAM) para la deteccion de Campylobacter

jejuni utilizando como matriz queso fresco artesanal.
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V. HIPOTESIS

A. Hipotesis nula (Ho)

No existe diferencia en la deteccion de Campylobacter jejuni por el método de

VIDAS CAM en comparacion con el método de estandar de oro (BAM).

B. Hipotesis alternativa (Ha)

Existe diferencia en la deteccion de Campylobacter jejuni por el método de

VIDAS CAM en comparacion con el método de estandar de oro (BAM).
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V. METODOLOGIA

A. Prueba de viabilidad de la cepa

Se utilizé la cepa de referencia Campylobacter jejuni ATCC 33291 y se
verificd su viabilidad mediante su crecimiento en agar sangre suplementado con
sulfato ferroso, metabisulfito de sodio y piruvato de sodio (suplemento liquido
especifico para Campylobacter). Ademas se realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas: catalasa, oxidasa, TSI e hidrélisis del hipurato para su
confirmacion. Las cepas se conservaron en agar sangre suplementado a 4°C por

una semana, realizando una resiembra cada semana.

1. Materiales
e Cepa ATCC 33291
e Hy0;,al 30% (3 g de perdxido de sodio en 100 mL de H,Od)

e Agar TSI
e Tira bactident oxidasa (Merck, Cat. No. 1.13300.0001, lote
HC827682)

e Ninhidrina (3.5 g de ninhidrina en 100 mL de una mezcla 1:1
acetona y butanol).
e Tubos con hipurato de sodio al 1% (2.5 g de caldo infusién

corazoén, 1 g de hipurato de sodio en 100mL de agua)

2. Procedimiento.

a. Se tomd un vial de la cepa y se sembr6é en agar CCDA y agar
sangre, los cuales fueron incubados a 42°C durante 48 horas.

b. Pasado el periodo de incubacion se procedié a realizar una
coloracién de Gram e identificacion bioquimica de la cepa, realizando las
pruebas de oxidasa, catalasa, TSI e hidrdlisis del hipurato.

c. Luego de estas pruebas, se realiz6 un repique en agar sangre

suplementado, para el trabajo diario y asi mantener la cepa en fase exponencial.
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B. Control de calidad de los medios de cultivo

Para la deteccion de C. jejuni en muestras de queso fresco artesanal
contaminadas con C. jejuni se utilizaron los medios de cultivo caldo Bolton vy
agar CCDA. El control de calidad de los medios de cultivo consistié llevar a cabo
un control de esterilidad y un control de selectividad y eficacia de los medios

utilizados.

1. Control de esterilidad
a. Materiales
e CepaC. jejuni ATCC 33291
e Caldo Bolton
e Agar CCDA

b. Procedimiento
1) Los medios de cultivo sdlido se sirvieron en cajas Petri y en
un erlenmeyer de 50 mL, tomando 10% de cada medio para su respectivo
analisis. En el caso de los medios de cultivo liquidos y agua peptonada estos se
sirvieron en tubos de ensayo y en un erlenmeyer de 50 mL.
2) Se incubaron a 37°C durante 48 horas. Pasado el tiempo de
incubacion, se verificé el pH y que no hubiera crecimiento de ningun tipo de

microorganismo en los medios.

2. Prueba de selectividad y eficacia
a. Materiales
e CepaC. jejuni ATCC 33291
e Cepa Escherichia coli ATCC 25922
e Agar CCDA
e Caldo Bolton
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b. Procedimiento

1) Se utilizé una asada de Campylobacter jejuni ATCC 33291 ya
sembrada en agar sangre suplementado y una suspension de Escherichia coli
ATCC 25922 en caldo tripticasa soya obtenidas del cepario del LNS, las cuales
fueron inoculadas en el caldo Bolton. En el caso del agar CCDA, se inoculé una
asada de las suspensiones de caldo Bolton previamente inoculadas.

2) Estas suspensiones en caldo y sus aislamientos, se
incubaron a 37+1°C durante 48 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se
verificd visualmente el agar para crecimiento de C. jejuni y ausencia de

crecimiento de E. coli.

C. Control de ambientes

Se seleccionaron seis puntos de muestreo, éstos fueron: la mesa de trabajo,
el area de pesado, la incubadora a 37+1°C y a 42+1°C, la refrigeradora donde se
mantuvo refrigerada la cepa y la camara fria en donde se encontraban los
medios que se utilizaron. En cada punto se coloco una caja con agar PDA para
el recuento de hongos y levaduras y una caja con agar nutritivo para el recuento
de bacterias mesofilas, durante 15 minutos. Las cajas con agar nutritivo se
incubaron a 37+1°C durante 48 horas, y las cajas con agar PDA se dejaron a
temperatura ambiente durante 5 dias. Finalizado el periodo de incubacion, se

realiz6 el recuento de microorganismos.

D. Disefio del estudio

Este trabajo consistid en una investigacion de tipo pre-experimental, estudio
de caso de una sola medicion, administrando un estimulo o tratamiento a un
grupo (Hernandez et al., 2006). En este caso se inoculé queso fresco artesanal
con 1 mL de 1x10® UFC/mL de C. jejuni. Se utilizdé el método de VIDAS CAM
comparandolo con la prueba estandar de oro (BAM) para determinar la

presencia/ausencia de esta bacteria.
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Esta ultima prueba se conoce como la prueba de oro (gold standard) o
metodologia del estandar de oro debido a que es una prueba o criterio utilizado
para definir inequivocamente un diagndéstico (Altman, 2000). Por lo tanto la
prueba de oro se utilizé con el fin de identificar definitivamente a los quesos
frescos que contenian Campylobacter jejuni, debido a que es un requisito para

examinar la utilidad diagndstica de cualquier prueba nueva o no evaluada.

La variable independiente de este estudio es la concentracion inoculada de
Campylobacter jejuni en queso fresco artesanal. Las variables dependientes de
este estudio son: la deteccion de Campylobacter jejuni por medio de la técnica
enzimatica VIDAS CAM y BAM. La comparacién de ambos métodos fue de tipo
concurrente, es decir fue un analisis que se llevé a cabo en el tiempo que duro el

estudio.

El propdsito de este estudio fue comparar la capacidad de deteccion de
Campylobacter jejuni en queso fresco artesanal mediante la metodologia VIDAS
CAM versus la metodologia del BAM. El trabajo fue realizado en el Laboratorio
Nacional de Salud (LNS), en la unidad de Microbiologia de Alimentos (MIA).

Se utilizaron 43 muestras de queso fresco artesanal, las cuales se compraron
en una finca ubicada en el kilometro 160 en la comunidad de Mazatenango,
Suchitepéquez. Los quesos se compraron en esta finca considerando que son
exportados por lo que se asumido que contaban con mejores practicas de
manufactura que otros quesos. El nimero de muestras analizadas fue
determinado por la  disponibilidad de recursos del laboratorio para la
implementacion de la técnica de VIDAS CAM (60 pruebas) en el LNS. Estas
muestras de queso fueron obtenidas al azar, fueron compradas en dias
diferentes y provenian de distintos lotes. Se utilizaron cuatro distintos lotes, los
cuales estaban identificados como: 150410, 030510, 060510 y 100510, de cada
uno se utilizaron 8, 10, 10 y 15 quesos respectivamente. Se pesaron dos

muestras de 25 g de cada lote de queso y se inocularon simultaneamente con
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1mL del cultivo cada una. Estas se procesaron en paralelo para realizar las dos

pruebas a partir del mismo lote.

Para la recoleccion de muestras se utilizé el procedimiento descrito en el
Bacteriological Analytical Manual (BAM) de la Food and Drug Administration.
Para cada muestra recolectada se tomo la siguiente informacién: codigo, lugar,
fecha y hora de toma, lote del cual proviene la muestra, fecha de vencimiento,
caracteristicas y alguna otra observacion importante al respecto (ver Anexo). Las
muestras de queso fresco, fueron transportadas al laboratorio en una hielera a
4°C para su analisis dentro de un periodo de tiempo no mayor a 24 horas (Hunt
et al., 2008).

1. Andlisis estadistico. Para el analisis de comparacion de los datos
obtenidos con la técnica enzimatica de VIDAS CAM y la prueba estandar de oro
(BAM), se utilizé una comparacion de proporciones independientes de dos
poblaciones. Con esta prueba se compard la presencia/ausencia de
Campylobacter jejuni detectado en las muestras analizadas, utilizando los
métodos de VIDAS CAM y BAM.

Para obtener la probabilidad de la existencia de diferencias significativas entre
ambos métodos se utilizd la prueba Z, que se basa en la aproximacién normal
de la distribucion binomial. Se realizé una comparacion entre los resultados
obtenidos por ambos métodos. Debido a que se queria comparar dos
proporciones, p1Yy p2, observadas en dos grupos de un mismo tamafio nq y ny,
respectivamente. Esta prueba se utiliza cuando los tamafios muestrales nq y n;

son grandes (n > 30), para poder aplicar el Teorema del Limite Central.

La prueba relativa a la diferencia entre las proporciones de dos poblaciones
que se utiliza con mas frecuencia es aquella en la que su diferencia es cero. Sin
embargo, es posible probar que dicha diferencia es igual a algun otro valor.

Cuando la hipotesis nula que va a probarse es p; — p, = 0 esta suponiéndose
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que las proporciones de las dos poblaciones son iguales. Se utiliza esto como
justificacion para combinar los resultados de las dos muestras y llegar a una
estimacion conjunta de la proporcion comun supuesta. Si se adopta este

procedimiento, se procede a calcular p,

X1+ %y

P+,
(Ecuacion 3)
donde x1 y X2 son, respectivamente el numero de la primera y segunda muestra

que poseen la caracteristica de interés (Daniel, 1987).

Esta estimacion conjunta de p =p, =p, se utiliza para calcular 65 _z,

expresada como
& p(1-p) p(1-p)

D1—Db2 nq + n,

(Ecuacion 4)
por lo que la estadistica de prueba se transforma en la prueba de Z (Daniel,
1987).

La prueba Z expresada como
(P1 —D2) — (p1 — P2)

7 = =
0p,—p

(Ecuacion 5)

se utiliza para probar la hipétesis Ho: p1 = p2 con una probabilidad de error
estandar (a), contra Ha: p1 # p2 utilizando muestras de tamafo n{ y ny
provenientes de poblaciones las cuales tienen la probabilidad de ser o ser

representacion de pq y p2. Donde p; y p,, estan expresados por: p; = p;/n, Yy

P2 = p2/n,.

La estadistica de prueba sirve como un productor de decisiones, ya que la
decision de rechazar o no la hipdtesis nula depende de la magnitud de la

estadistica de prueba. Todos los valores posibles de la estadistica de prueba se
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dividen en dos grupos: uno de los grupos constituye lo que se conoce como

region de rechazo y el otro grupo forma la regién de aceptacion.

Los valores de la estadistica de prueba que comprenden la regién de rechazo
son aquellos que tienen la menor probabilidad de suceder si la hipotesis nula es
verdadera, mientras que los valores que forman la regién de aceptacion son los
que tienen la mayor probabilidad de ocurrir si la hipétesis nula es verdadera
(Daniel, 1987).

La regla de decisidén sefiala que se rechace la hipdtesis nula si el valor de la
estadistica de prueba que se calcule a partir de la muestra es uno de los valores
de la regién de rechazo, y que no se rechace (o acepte) la hipétesis nula si el
valor calculado de la estadistica de prueba es uno de los valores de la region de
aceptaciéon. Es decir, si la hipétesis nula es verdadera, la estadistica de prueba
esta distribuida aproximadamente como la normal unitaria. De acuerdo a la
prueba Z, la regla de decision, sea a = 0.05, el valor critico de z es de 1.645. Por

lo cual se rechaza la H, si la z calcula es mayor que 1.645 (Daniel, 1987).

2. Almacenamiento de datos. Los datos fueron almacenados vy
analizados por medio del programa Microsoft Office Excel perteneciente al
paquete de Windows Office 2007.

E. Protocolo para la contaminacion de queso fresco artesanal’.

Para realizar la contaminacién de queso fresco se realizé la estandarizacion
del inoculo comparandolo con un tubo 0.50 del patron de McFarland, para
obtener una concentracién de 1x10® UFC/mL de C. jejuni.

1. Materiales
e 25 gde queso fresco

e Solucidén salina

' (Lucero et al., 2008)
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e Campylobacter jejuni ATCC 33291

2. Procedimiento

a. A partir de un cultivo fresco en placa se tomaron 3 o 4 colonias de
C. jejuni ATCC 33291 y se resuspendieron en un tubo con 9 mL de solucién
salina.

b. Se ajustd la suspension por comparacion visual hasta llegar a la
misma turbidez del estandar de 0.5 de la escala de McFarland. Para ello, se
visualiz6 ambos tubos contra un fondo blanco con una linea negra como
contraste (Figura 2).

c. Se agregaron 1000 pL de suspension a cada muestra de queso.

Figura 2. Estandarizacion del inoculo comparandolo con un tubo 0.50 del patrén
de McFarland

F. Metodologia utilizada para la implementacién de la metodologia de VIDAS
CAM mediante la inoculacién de C. jejuni en queso fresco artesanal.

La prueba estandar de oro la metodologia descrita por el Bacteriological

Analytical Manual (BAM) para la deteccion de Campylobacter spp, involucra

principalmente, la combinacion de distintas pruebas que permite identificar a
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Campylobacter hasta el nivel de especie. Entre estas pruebas podemos

mencionar: catalasa, oxidasa, hidrélisis del hipurato, etc.

1. Descripcion de las muestras. Para cada analisis realizado se utilizaron

los siguientes elementos:

a. Control negativo: 225 mL de Caldo Bolton sometido al mismo

procedimiento analitico que las demas muestras.

b. Control positivo: 225 mL de caldo Bolton inoculado con 1000 uL
del inoculo y sometido al mismo procedimiento analitico que las demas

muestras.

c. Muestras de queso no contaminadas: A estas muestras se les
hizo una evaluacion previa con el fin de comprobar que no presentaran
presencia de Campylobacter ni de microorganismos (Esherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Listeria spp) que pudieran afectar el
crecimiento del mismo utilizando para ello la técnica de Petrifilm para coliformes/
E. coli y S. aureus y la técnica de VIDAS SAL y VIDAS LIS para Salmonella y
Listeria respectivamente. Para la determinacién de estos microorganismos las
muestras fueron remitidas a la Unidad de Microbiologia de Alimentos (MIA) del
LNS. Para comprobar la presencia de Campylobacter se siguio el procedimiento

descrito para el aislamiento utilizando la prueba de estandar de oro (inciso 3).

d. Muestras de queso contaminadas: A estas muestras se les
adicioné 1000 pL de Campylobacter jejuni ATCC 33291 como se explicd en la

seccion anterior.
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2. Aislamiento utilizando la metodologia VIDAS CAM 2
a. Materiales
e 25 gde queso fresco artesanal
e Caldo de enriquecimiento Bolton

e Colonias bien aisladas e identificadas de C. jejuni

b. Procedimiento

1) Se peso asépticamente 25 g de queso fresco artesanal en
una balanza semi-analitica. Se colocd la muestra en una bolsa ziploc con 225
mL de caldo Bolton. Se inoculé la muestra con 1000 yL de Campylobacter jejuni
ATCC 33291. Se colocé la bolsa en el Stomacher® durante un intervalo de 30
segundos para obtener una mezcla homogénea.

2) Se incubd la muestra durante 6 horas a 37+1°C bajo
condiciones microaerobicas (8% CO,, 4%02, 80% N, y 8% H,). Para garantizar
las condiciones microaerdbicas se utilizé un sobre de CampyGen marca Oxoid,
lote 818979. Después del periodo de incubacidn, se realizd una segunda
incubacion a una temperatura de 42+1°C durante 42+2 horas bajo condiciones
microaerdbicas.

3) A partir de la dilucién original se tomaron 2 mL y se
calentaron aproximadamente a 95-100°C durante 15+1 minutos. Se recomienda
guardar el resto de la muestra para confirmacion del resultado. Utilizando una
micropipeta, se tomaron 500 yL y se realiz6 la prueba VIDAS CAM. EIl

procedimiento se muestra en la Figura 3.

% (BioMérieux Industry, 2007) y (Jacobs-Reitsma et al., 2005).



Figura 3. Procedimiento de la técnica enzimatica VIDAS CAM
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(basado en BioMérieux Industry, 2007).

40



41

3. Aislamiento utilizando la metodologia del estandar de oro (BAM)?
a. Materiales
e 25 gde queso fresco artesanal
e Agua peptonada al 0.10% (1 g de en 1000 mL de H,Od)
e Caldo Bolton
e Agar CCDA

e Colonias bien aisladas e identificadas de C. jejuni

b. Procedimiento

1) Se pesaron asépticamente 25 g de queso fresco artesanal en
una balanza semi-analitica.

2) Se colocd la muestra en un bolsa con filtro con 25 mL de
agua peptona al 0.10%. Se inoculd la muestra con 1000 uL Campylobacter jejuni
ATCC 33291. Se coloco la bolsa en el Stomacher® durante 30 segundos para
obtener una mezcla homogénea.

3) Se escurrio por 5 segundos y procedio a centrifugar el filtrado
a 20,000 x g por 40 minutos. Se descarté el sobrenadante y el precipitado se
disolvié en 5 mL de caldo Bolton y se transfirié a 45 mL del caldo Bolton.

4) Se incub6é la muestra durante 4 horas a 37°C  bajo
condiciones microaerobicas (8% CO,, 4%02, 80% N2 y 8% H,). Para garantizar
las condiciones microaerdbicas se utilizé un sobre de CampyGen marca Oxoid,
lote 818979. Después del periodo de incubacidon, se realizd una segunda
incubacion a una temperatura de 42+1°C durante 48+2 horas bajo condiciones
microaerdbicas.

5) Luego de la incubacion, se procedid a hacer una diluciéon
1:100 (0.05 mL a 4.95 mL de agua peptona al 0.1%) y se sembro por aislamiento
en agar CCDA. Las placas se incubaron durante 48+2 horas a 42+1°C bajo
condiciones microaerobicas (8% COz, 4%0,, 80% N2 y 8% Hy), utilizando un

sobre de CampyGen.

% (Hunt et al., 2008)
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Es importante mencionar que el método VIDAS CAM solamente puede
caracterizar hasta género, por lo que los microorganismos aislados de todas las
muestras fueron caracterizados a nivel de especie por el método estandar de oro
(BAM).

G. Protocolo para la confirmacién a nivel microbioldgico de C. jejuni para la

técnica de VIDAS CAM y la prueba estandar de oro

1. Preparacién y Tincién de Gram *
a. Materiales

e Cristal violeta 1% (1.0 g de cristal violeta en 100 mL de H,Od)

e Solucién yodada de Gram (1.0 g de cristales de yodo, 2.0 g
de yoduro de potasio en 300 mL de H,Od)

e  Solucién de alcohol acetona (10 mL de acetona en 20 mL de
alcohol al 95%)

e Solucidén stock de safranina (0.50 g de safranina en 100 mL
de etanol al 95%)

e Solucién de trabajo de safranina (10 mL de solucion stock de
safranina en 90 mL de H,Od)

e Etanol al 95% (fijacion)

b. Procedimiento.
1) Se preparo y se fijo un frotis tomando una asada de la colonia
seleccionada con el asa microbiologica.
2) Se tind con cristal violeta durante un minuto y luego se lavo
con agua destilada.
3) Se aplicé como mordiente yodo (lugol) durante un minuto
mas.

* (Alvarez, 1998.)
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4) Se decolor6 con alcohol-acetona hasta que ya no se observo
decoloracion. Se lavo con agua destilada.

5) Se tifio con safranina diluida por un minuto. Se lavé con agua
destilada y se dej6 secando al aire.

6) Se observo el frote al microscopio con el lente de inmersion

para su clasificacion como Gram positivo o Gram negativo (Figura 4).

Figura 4. Tincién de Gram de Campylobacter jejuni aislado de queso fresco
(Aceite de Inmersion, 100X)
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2. Confirmacién de colonias presuntivas por medio de la realizacién de

pruebas bioquimicas

a. AgarTSI°
1) Materiales
e Colonias bien aisladas e identificadas de C. jejuni
e Agar TSI

® (Gini, 2007)



44

2) Procedimiento
a) A partir de una colonia pura y bien aislada, se tomé6 una
asada, utilizando el asa en punta. Se pico el medio hasta el fondo solamente una
vez y luego se estrid el inclinado o slant.
b) Se incubd a 48+2 horas a 37+1°C bajo condiciones
microaerdbicas (8% CO,, 4%0,, 80% N, y 8% Hy), utilizando un sobre de
CampyGen.

b. Catalasa®
1) Materiales
e Colonias bien aisladas e identificadas de C. jejuni
e Hy0O; al 30% (3 mL de perdxido de hidrogeno en 100 mL
de H,Od)

2) Procedimiento
a) Se colocod sobre un portaobjetos una gota de H,O, al
30%.
b) Con un palillo de madera se transfirid una pequeia
cantidad del cultivo puro o colonia sospechosa sobre la gota de agua oxigenada
(Figura 5).

Figura 5. Reaccion de catalasa de Campylobacter jejuni aislado de queso fresco
en agar CCDA

® (Gini, 2007)
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c. Oxidasa’
1) Materiales.
e Colonias bien aisladas e identificadas de C. jejuni
e Tira bactident oxidasa (Merck, Cat. No. 1.13300.0001,
lote HC827682)

2) Procedimiento.
a) Se colocd una porcion de la colonia sobre la tira de
Bactident Oxidasa (Merck) utilizando un palillo de madera.
b) Se comparé la coloracion obtenida con la escala de color
provista, por el proveedor, luego de un periodo de espera de entre 20 a 60

segundos (Figura 6).

Figura 6. Reaccion de catalasa de Campylobacter jejuni aislado de queso fresco

<

d. Hidrolisis del hipurato®
1) Materiales.
e Colonias bien aisladas e identificadas de C. jejuni
e Ninhidrina (3.5 g de ninhidrina en 100 mL de una mezcla
1:1 acetona y butanol).
e Tubos con hipurato de sodio al 1% (2.5 g de Caldo

infusién corazoén, 1 g de Hipurato de sodio en 100 mL de agua)

’ (Gini, 2007)
8 (Gini, 2007)
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2) Procedimiento.

a) Se inoculé en un tubo con 1000 uL de hipurato de sodio
al 1% en agua destilada, con C. jejuni proveniente de un cultivo puro o de
colonias bien aisladas; la suspension final debe observarse turbia y lechosa. Se
incubd por 2 horas a 36-37°C.

b) Se agregé 500 pL del reactivo de ninhidrina al 3.5%. No
debe agitarse. Se incubd nuevamente por 10 minutos.

c) Se leyo en el término de 30 minutos, pero no mas, pues
se producen falsos positivos. La aparicion de una coloracion azul-purpura indica
una reaccién positiva que revela la presencia de glicina, producto final de la

hidrdlisis del hipurato (Figura 7).

Figura 7. Prueba de hidrolisis del hipurato

(a) control positivo y (b) control negativo

Cuadro 16. Clave de pruebas bioquimicas para distinguir entre Campylobacter
jejuniy C. coli
Prueba C. jejuni C. coli
Glucosa (TSI) - -
Lactosa (TSI) - -
Sacarosa (TSI)
Gas (TSI) - -
Produccién de H,S (TSI)
Catalasa
Oxidasa
Hidrdlisis del hipurato
(Hunt et al., 2008)

+ + +
+ +




VIl.  RESULTADOS

A continuacion se muestran cuadros que ilustran en forma breve y concisa los

resultados obtenidos en cada uno de los métodos utilizados.
A. Prueba de viabilidad y pureza de la cepa de referencia

Macroscopicamente la cepa de Campylobacter jejuni ATCC 33291, presentd
las siguientes caracteristicas: colonias grises de conformacion redonda,

elevacion plana, bordes irregulares y aspecto mucoide (Figura 8).

Figura 8. Crecimiento de Campylobacter jejuni ATCC 33291 en agar sangre
suplementado.

- _—

En la coloracion de Gram se observo la presencia de bacilos Gram negativo y
mediante la utilizacion de pruebas bioquimicas (Cuadro 17), se comprobd la

identificacion del microorganismo evaluado.

Con estos resultados se comprobd que la cepa utilizada de C. jejuni ATCC

33291 estaba completamente pura ya que no se evidencié la presencia de otros
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microorganismos. Asimismo, se comprobo la viabilidad ya que se obtuvo

crecimiento suficiente en el agar sangre suplementado.

Cuadro 17. Resultados de pruebas bioquimicas para el aseguramiento de la
pureza de Campylobacter jejuni ATCC 33291

Prueba Resultado
Catalasa Positivo
Oxidasa Positivo

TSI Alcalino

Hidrdlisis del hipurato Positivo

B. Control de calidad de los medios de cultivo

Por medio del analisis del 10% de los medios de cultivo (agar CCDA y caldo
Bolton) utilizados en el proceso de validacion, se comprobd la esterilidad de
cada uno, ya que no hubo crecimiento de ningun tipo de microorganismos,

permitiendo asi la utilizacion satisfactoria de cada medio.

Para comprobar la eficacia y selectividad de los medios Caldo Bolton y agar
CCDA, se observo el crecimiento de la cepa Campylobacter jejuni ATCC 33291
en los dos medios de cultivo utilizados, y ausencia de crecimiento de Escherichia
coli ATCC 25922. Comprobandose que los medios de cultivo evaluados son
altamente selectivos y eficaces, ya que permitieron solo el crecimiento de C.

jejuni inhibiendo completamente el crecimiento de E. coli (figura 9).

Figura 9. Crecimiento de Campbacterjejuni ATCC 33291 en agar CCDA
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C. Control de ambientes

Los resultados obtenidos para el control de ambientes del area donde se
realizo la validacion del método, indican una baja carga de microorganismos, lo
que permite inferir que se cumplen con buenas condiciones de limpieza y

desinfeccion de esta area.

D. Verificacidon de la presencia de Campylobacter u otras bacterias de origen

en el queso fresco artesanal

Antes de proceder a comparar las metodologias del estudio se realizo la
determinacién de la flora microbiana del queso fresco artesanal. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes: se encontrd unicamente presencia de Esherichia
coli y Staphylococcus aureus mediante la prueba de Petrifilm. No se detecto la
presencia de Listeria spp, Salmonella spp mediante la metodologia de VIDAS vy
Campylobacter spp mediante la metodologia VIDAS y la metodologia estandar

de oro

E. Comparacion de la metodologia VIDAS CAM y la metodologia estandar

de oro

Se prepard una solucién salina (1.5 mL de cloruro de sodio al 20% y 3.5 mL
de agua desmineralizada) del estandar de McFarland 0.50 (1.0 x 10® UFC/ mL)
para Campylobacter jejuni, de esta solucion se tomé 1 mL el cual se inoculé en
225 mL de caldo Bolton para el método de VIDAS CAM e igualmente 1 mL del
mismo estandar para 25 mL de agua peptonada 0.10% para el método BAM. A
partir de esto se puede decir que se trabajé con 1 x 108 UFC de Campylobacter

jejuni, inoculado a los quesos en ambos métodos.

El Cuadro 18 muestra los resultados obtenidos, para las 43 muestras de
queso fresco artesanal analizadas, de las cuales 33 fueron positivas para la

deteccién de Campylobacter jejuni con ambos métodos. El cuadro muestra
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también 10 muestras negativas para la deteccidén de la presencia de C. jejuni, a

pesar de que también fueron contaminadas con la bacteria.

Al obtener el resultado negativo con la metodologia de VIDAS CAM vy
observar un crecimiento atipico con el método BAM, se procedié a aislar las
colonias atipicas en agar sangre sin suplemento. El crecimiento obtenido fue
enviado a la Unidad Central de Referencia para la Vigilancia Epidemiolégica
(UCREVE) del LNS para su caracterizacion. El resultado obtenido por medio de
la prueba API-20NE indic6 la presencia de un microorganismo no fermentador,

Pseudomona stutzeri.

Cuadro 18. Numero de quesos frescos positivos por el método de VIDAS CAM y
la prueba estandar de oro (BAM).
Prueba de Oro (BAM)

Positivo Negativo Total
Prueba en estudio  Positivo 33 0 33
VIDAS Negativo 0 10 10
Total 33 10 43

A continuacion se presentan los resultados obtenidos luego de realizar las
pruebas bioquimicas para la identificacion de los 33 presuntos aislados de
Campylobacter a partir de las muestras ya analizadas con la metodologia de
VIDAS CAM. Los resultados de esta caracterizacion indicaron que estas
muestras coincidian con las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de C.
jejuni. Mientras que ocho de los 10 restantes aislados negativos presentaron
morfologia atipica, TSI acido e hidrdlisis hipurato negativo. Las dos muestras
restantes negativas no presentaron crecimiento en el agar CCDA, por lo cual no

se realiz6 la caracterizaciéon morfologica y bioquimica.

Para analizar los datos obtenidos luego del estudio, se utilizd la prueba de
comparacion de dos proporciones independientes de dos poblaciones. Esta
prueba se utilizdé para comparar los resultados positivos obtenidos a partir de dos
métodos diferentes, VIDAS CAM y BAM.



51

Teniendo como supuesto que la diferencia en la proporcion de estas dos
poblaciones era cero (Ho). Se procedi6é a calcular la estimacién conjunta de la
proporcion comun supuesta de probabilidad, dando como resultado 0.7674 con
un valor Z de 0 (Cuadros 19 y 20). De acuerdo a estos resultados, se determiné
que no existe una diferencia significativa en la deteccion de Campylobacter entre
ambos métodos (VIDAS CAM y BAM). Esto indica que ambos métodos detectan

igualmente la presencia de Campylobacter jejuni en queso fresco.

Cuadro 19. Valor de p, y p,para el método de VIDAS CAM y BAM
P1 )
VIDAS CAM 0.7674 -
BAM - 0.7674

El valor de Z fue de cero debido a que la muestra utilizada por ambos
métodos fue de 43, de estos 33 resultaron positivos para la deteccién de

Campylobacter en ambos métodos.

Cuadro 20. Resultado de la prueba Z aplicado a los diferentes métodos

utilizados.
Variable Resultado
p 0.7674
65,7, 0.0911

z 0.0000




VIll. DISCUSION

Para llevar a cabo el proceso de comparaciéon e implementaciéon de la técnica
enzimatica VIDAS CAM, fue necesario utilizar la prueba de oro (BAM) como
prueba comparativa. Se utilizé la prueba de oro con el fin de identificar
definitivamente los quesos frescos que contenian Campylobacter jejuni, debido a
que es un requisito para examinar la utilidad diagnostica de cualquier prueba
nueva o no evaluada. Como también esta prueba fue utilizada para asegurarse y
respaldar los resultados obtenidos por la prueba de VIDAS CAM. En donde se
partid del supuesto, que al utilizar la técnica de VIDAS CAM era posible obtener

un 100% de posibilidades de realizar un diagnostico correcto de C. jejuni.

Se utiliz6 como muestra para este estudio, queso fresco artesanal. Comprado
a una finca ubicada en el kilometro 160 en la comunidad de Mazatenango,
Suchitepéquez. El motivo de su seleccidon fue por sugerencia como matriz para
el estudio, por parte del Laboratorio Nacional de Salud. Estos eran quesos de
exportacion por lo que se asumié su elaboracion con altos estandares de calidad
en su produccion, ademas de su facilidad de obtencion, la disponibilidad de

recursos y las limitaciones del presupuesto del estudio.

Todas las muestras que se utilizaron en el estudio fueron analizadas
previamente para asegurar que no estuvieran contaminados con:
Campylobacter, Salmonella, S. aureus, Listeria y E. coli. Después de estos
analisis se detectaron en las muestras de queso fresco artesanal la presencia
de: E. coli y S. aureus. Estos resultados no eran esperados, debido a que de
acuerdo con el productor, estos quesos artesanales son exportados, por lo que
de acuerdo a esto deberian cumplir con altos estandares de produccion y
calidad. Sin embargo, y para fines de este estudio, se utilizaron ya que al realizar
la inoculacién con Campylobacter, las muestras utilizadas no lo traian como

contaminacion de origen.
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Como describen los resultados, se detecto la presencia de un microorganismo
no fermentador en las muestras negativas para C. jejuni. Este microorganismo
pudo ser una fuente de competencia para el desarrollo de C. jejuni, y su
caracterizacion dio como resultado un microorganismo no fermentador, siendo
este Pseudomona stutzeri. Estudios llevados a cabo en muestras de pollo y
gallinas en Colombia reportaron dificultades técnicas para aislar C. jejuni por la
flora acompanante de Pseudomona spp (Castafieda, 2006), lo cual pudo ser el
motivo para la no deteccion de C. jejuni en las muestras de queso fresco

artesanal analizados.

El crecimiento elevado de la flora acompafnante de Pseudomona stutzeri, hizo
dificil la recuperacion del microorganismo. La presencia de esta flora pudo
deberse al procedimiento de enfriamiento utilizado para el transporte de las
muestras. Como consecuencia de un mal procedimiento de almacenamiento en
frio durante el transporte de este lote de muestras, se presenté el desarrollo y
supervivencia de flora Gram negativa de tipo no fermentadora como fue el caso
de Pseudomona stutzeri. Esto reitera la importancia del control de calidad en la

toma y transporte de la muestra para su analisis en el laboratorio.

Para el analisis estadistico del estudio, se utilizd la prueba Z de comparacion
de proporciones independientes, utilizando la distribucion normal como
aproximacion de la solucién exacta de los intervalos de confianza para
proporciones. Con esta prueba se comparo la deteccion de la presencia de C.
jejuni utilizando un nuevo método para el diagndstico (VIDAS CAM) versus la
capacidad de deteccion de la presencia de C. jejuni del método tradicional
(BAM). De esta manera se evalua el valor binario de la variable (presencia/

ausencia).

Se determiné que no existe una diferencia significativa en la deteccién de
Campylobacter entre ambos métodos ya que se partio del supuesto que la

diferencia en la proporcion de estas dos poblaciones era cero (Ho). Se obtuvo
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como resultado de la estimacion conjunta de la proporcion comun supuesta de
0.7674 (Ecuacion 3) con un valor Z de 0 (Cuadro 20). Esto indica que ambos
métodos pueden ser utilizados en el diagnostico de Campylobacter en alimentos,
aunque queda pendiente la verificacion de la sensibilidad de ambos métodos.
Como también que la hipotesis nula que va a probarse es p; — p, = 0, por lo que

las proporciones de las dos poblaciones son iguales.

La prueba sustenta que los resultados obtenidos son estadisticamente
significativos, y con una media p, — p; < 0 y una desviacion estandar de 0.0911
(Ecuacion 4) cuando la hipotesis nula es verdadera y las estimaciones
muestrales estan de acuerdo. Debido a que la hipétesis nula es verdadera, la

prueba Z esta distribuida aproximadamente como la normal unitaria.

Una de las limitantes del estudio estuvo relacionada con la seleccion de
muestras para la comparaciéon de ambos métodos utilizados (VIDAS CAM vy
BAM). Esto radicd en que al utilizar un queso artesanal se debian tomar en
cuenta diversas variables, dentro de ellas la presencia de cierto tipo de flora que
podria haber afectado el crecimiento positivo de Campylobacter en las muestras
de queso. Como también la disponibilidad del kit de VIDAS CAM, el cual se
limitaba unicamente a un cierto numero de tiras, lo cual redujo la cantidad de
muestras a analizar y estas se encontraban sujetas al tiempo de calibracion del

equipo.

Los resultados obtenidos permitieron la comprobacion de la hipétesis de nula,
demostrando que no existe una diferencia significativa en la deteccion de
Campylobacter jejuni en la concentracion utilizada por el método de VIDAS CAM
en comparacion con el método de estandar de oro (BAM). Lo cual indica que la
técnica de VIDAS CAM podria ser utilizada para el diagnostico de C. jejuni en
queso fresco artesanal y es una alternativa rapida que podria ser utilizada en la
vigilancia epidemiolégica de Campylobacter. Ademas de contribuir a garantizar

la inocuidad de alimentos.



IX.  CONCLUSIONES

1. La técnica de VIDAS CAM en comparacién con el método del BAM
tienen la misma capacidad de deteccidon para un inoculo Campylobacter de 8
1x10® UFC/25g de queso artesanal.

2. Se caracterizaron morfolégica y bioquimicamente las colonias aisladas
de 33 muestras positivas como Campylobacter jejuni a partir de muestras de

queso fresco, utilizando el método tradicional (BAM).

3. Para ambos métodos se obtuvo como resultado de la estimacion
conjunta  de la proporcion comun supuesta un valor de
p = 0.7674.

4. Debido a que la hipétesis nula fue rechazada y el valor de Z igual a 0
con una desviacion estandar de 0.0911, se encontr6 que no existe diferencia
significativa entre la técnica de VIDAS CAM y la prueba de estandar de oro en el
diagnostico de Campylobacter jejuni en queso fresco inoculado

experimentalmente.

5. Los resultados obtenidos a partir de la comparacién de proporciones
independientes de dos poblaciones utilizando la prueba Z, sugieren que la
metodologia VIDAS CAM puede ser utilizada como prueba diagndstica para la

deteccion de Campylobacter en queso fresco.
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X.RECOMENDACIONES

1. Se recomienda que para estudios posteriores, se utilice otro tipo de
muestras; o se esterilicen las matrices a utilizar, para reducir de esta manera la
contaminacion externa introducida tanto en la elaboracion como en el manejo de

la muestra.

2. Se recomienda que se realice un estudio de validacién, en donde se
utilice un mayor numero de muestras que permitan el calculo de parametros
estadisticos de comparacion entre metodologias tales como: la determinacion
del limite de deteccion, el limite de cuantificacion, calculo del limite de
incertidumbre, precision y exactitud, para asegurar una mayor confiabilidad en

los resultados obtenidos.
3. Se recomienda que al realizar el estudio de validacion, se utilicen

distintas concentraciones y tratamientos en las muestras que permitan evaluar

los parametros estadisticos de sensibilidad y especificidad de la prueba.
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Xll. APENDICE

Cuadro 21. Formulario de muestreo

No.
muestra

Caddigo

Lugar

Fecha

Lote

Tamafio

Caracteristicas

Observaciones

Persona que
tomo la muestra
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Calculos realizados para el analisis estadistico

Determinacion de la estimacion conjunta supuesta

X1+ X,

p ny +n,

(Ecuacion 3)

33433

Determinacion de 05, -5,

(Ecuacion 4)

\/0.7674(1 —0.7674) 0.7674(1 — 0.7674)

PPz 43 + 43
6—ﬁ1—ﬁ2 = 0.0911

Prueba Z

(P1 — P2) — (p1 — p2)

0p,—p

7 =

(Ecuacion 5)

- (0.7674 — 0.7674) — (33 — 33)
N 0.0911
Z = 0.000
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	2. Motilidad y quimiotaxis. Al pasar la barrera gástrica, el patógeno debe de colonizar la superficie mucosa, para que pueda dar inicio a la infección. La motilidad dirigida por estímulos quimiotácticos puede aumentar la eficiencia de la colonización de la mucosa. Estudios realizados han demostrado que C. jejuni posee un comportamiento quimiotáctico positivo hacia L-fucosa, L-aspartato, L-cisteína, L-glutamato y L-serina. También posee cierta afinidad por el piruvato, citrato, citrato y α-cetoglutarato  (Walker et al., 1986).
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	4. Comercio nacional del queso: Se hace evidente la importancia de los productos lácteos en la dieta del guatemalteco. En el Cuadro 11, de los 9 alimentos presentados, hay 3 productos lácteos, siendo el queso el de mayor consumo.
	a. Importaciones en Guatemala. Respecto al valor de las importaciones de leche y productos lácteos a nuestro país, la tendencia es una alza sostenida que va desde un 8.8% entre el 2002 y 2003, hasta un 27.8% entre 2006 y 2007. En los primeros 6 meses de 2009, las importaciones casi igualaron el valor total de 2002, Cuadro 12.
	b. Exportaciones de Guatemala. El comportamiento de las exportaciones de leche y productos lácteos no muestra una tendencia. En el Cuadro 14, se ve que en los años 2003, 2005 y 2007 hubo un crecimiento significativo con respecto al año anterior. Esto no ocurrió en los años 2004 y 2006, cuando se reportaron mermas que incidieron en cifras negativas en el comercio de este rubro.


	L. Pruebas para la detección e identificación de Campylobacter.
	1. Detección microbiológica y bioquímica de Campylobacter por la prueba estándar de oro. 
	a. Catalasa. La catalasa es una enzima hemoproteica, que se caracteriza por poseer una estructura tetramérica, en la cual cada subunidad contiene un grupo Hem (Fe3+). Está presente en la mayoría de las bacterias aerobias, facultativas y anaerobias aerotolerantes, como por ejemplo Campylobacter. La catalasa manifiesta actividad de peroxidasa. Cataliza la oxidación de sustratos acoplada a la reducción de peróxido de hidrógeno para formar agua y oxígeno molecular. En la prueba de catalasa la reacción se efectúa con dos moléculas de peróxido de hidrógeno, una de las cuales actúa como sustrato reducido y la otra como donador de átomos de hidrógeno; esto resulta en la formación de agua (sustrato reducido) y oxígeno (donador oxidado). El peróxido de hidrógeno es muy tóxico para las bacterias. Generalmente los microorganismos que carecen de citocromos, también carecen de catalasa, así la mayoría de las bacterias anaerobias no la poseen (Rodríguez et al., 2005).
	b. Hidrólisis del hipurato. El hipurato es un compuesto orgánico aromático que puede ser hidrolizado enzimáticamente originando benzoato y glicina. Esta prueba es utilizada para diferenciar especies de Streptococcus.
	c. Oxidasa. La oxidasa, también conocida como citocromo C oxidasa o indofenol oxidasa, activa la oxidación el citocromo C reducido, por acción del oxígeno molecular. Esta enzima se encuentra en una gran variedad de seres vivos, incluso algunas bacterias, por lo que su determinación es de interés taxonómico en bacteriología. La mayor parte de las bacterias Gram positivas son oxidasa negativas. La prueba de oxidasa determina indirectamente la presencia del citocromo C oxidasa. Esta cataliza la oxidación del citocromo C reducido (ecuación I). El que a su vez oxida el reactivo empleado, dando un complejo coloreado (ecuación II) (Rodríguez et al., 2005).
	d. Agar Hierro Tres Azucares (Triple Sugar Iron Agar, TSI). El medio fue diseñado para determinar la habilidad de las bacterias de fermentar hidratos de carbono y producir sulfuro de hidrógeno (SH2). El medio contiene 1 parte (0.10%) de glucosa y 10 partes (1.00%) de lactosa y sacarosa. El indicador de pH es el rojo fenol y el sulfato ferroso pone en evidencia la formación de SH2. Si el microorganismo fermenta glucosa, tanto la punción como la estría aparecerán de color amarillo. Si el organismo fermenta lactosa y/o sacarosa, la estría permanecerá ácida (amarilla). Si no fermenta lactosa, la estría se vuelve alcalina (roja). Los organismos que no fermentan glucosa no producen cambios en el pH del medio o producirán productos alcalinos y el medio TSI permanecerá rojo. La producción de SH2 se manifiesta por un ennegrecimiento del medio (Caffer et al., 2007).

	2. Detección enzimática de Campylobacter. Vitek Immuno Diagnostic Assay System (VIDAS) Campylobacter (CAM). 
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	c. Síndrome de Guillan-Barré (Guillain-Barré síndrome, GBS). C. jejuni también se ha implicado en el desarrollo del Síndrome de Guillain-Barré o polineuritis aguda post-infecciones. El GBS es un trastorno de desmielinización que da lugar a una parálisis neuromuscular aguda (Konkel et al., 2007 y Altekruse et al., 1999). Se estima que hay 1 caso de GBS por cada 1000 casos de campilobacteriosis. Aproximadamente 20% de los pacientes con GBS presentan una discapacidad y aproximadamente 5% muere. El dolor y la incapacitación que se presentan pueden durar meses o volverse crónicas. Se cree que el GBS es una respuesta autoinmune estimulada por la infección (Altekruse et al., 1999).
	d. Aborto séptico y pérdida. En casos de aborto séptico, Campylobacter ha sido aislado tanto del feto como de la sangre materna. Como también ha sido aislado en la sangre materna en casos de abortos involuntarios. Se ha observado también que algunos pacientes con gammaglobulinemia que sufren abortos recurrentes puede deberse a infección por C. jejuni (Peterson, 1994).

	2. Cifras en Guatemala: Los registros epidemiológicos del MSPAS se limita principalmente a la incidencia de las diarreas sin detallar el agente etiológico ni el alimento implicado en la transmisión de la enfermedad. Las diarreas son el segundo problema en importancia como causa de muerte entre lactantes y niños (Cuadro 2 y 3), después de la neumonía. Igualmente está en la segunda posición entre las enfermedades infecciosas, después de las infecciones respiratorias agudas. La mayoría de los estudios han enfocado el desarrollo de enfermedades diarreicas en la población guatemalteca como causa de la contaminación del agua (Kopper et al., 2009).

	G. Desarrollo de la infección
	1. Dosis Infectiva (DI). La infección por Campylobacter spp ocurre debido a la ingestión de alimentos y agua contaminada. El vehículo de transmisión representa un factor importante en las infecciones causadas por Campylobacter, ya que este puede sobrevivir durante 2 a 5 semanas en agua o leche con una temperatura de 4°C. Los vehículos más comunes de transmisión incluyen la leche no pasteurizada,  aves de corral y agua contaminada. Es importante mencionar que no todas las personas expuestas tienden a desarrollar síntomas gastrointestinales (Walker et al., 1986).
	2. Motilidad y quimiotaxis. Al pasar la barrera gástrica, el patógeno debe colonizar la superficie mucosa, para que pueda dar inicio a la infección. La motilidad dirigida por estímulos quimiotácticos puede aumentar la eficiencia de la colonización de la mucosa. Estudios realizados han demostrado que C. jejuni posee un comportamiento quimiotáctico positivo hacia L-fucosa, L-aspartato, L-cisteína, L-glutamato y L-serina. También posee cierta afinidad por el piruvato, citrato, citrato y α-cetoglutarato  (Walker et al., 1986).
	3. Adherencia. A pesar de no tener fimbrias para su adhesión al epitelio, C. jejuni emplea proteínas de membrana, lipopolisacaridos y glucocálix. A pesar de esto, C. jejuni emplea distintas substancias que causan interferencia al momento de la adhesión a las células epiteliales. Estudios también han demostrado que existe una inhibición parcial al unirse con los siguientes carbohidratos: glucosa, galactosa, manosa, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina entre otras. La inhibición parcial de la adhesión sugiere que pueden existir una variedad de receptores en cuanto a la adhesión (Walker et al., 1986).

	H. Prevención y tratamiento
	I. Reservorios
	J. Relación con alimentos
	K. Queso
	1. Clasificación de queso: Puesto que existe una extensa variedad de quesos, su clasificación es complicada. En la actualidad se conocen en todo el mundo unos 2,000 nombres de tipos diferentes de quesos que, en parte, presentan características muy distintas y que requieren para su elaboración una serie de procedimientos más o menos diferenciados (Spreer, 1991). Hay características propias de cada queso que ayuda a clasificarlo según su tamaño, forma, peso, color, aspecto externo, contenido de grasa, contenido de sal y tipo de leche de la que proviene. Los ingredientes generales del queso son leche, cultivos, colorantes, aditivos y coagulantes. Estos varían dependiendo de la especificación de cada queso (Robinson, 2002).
	2. Queso Fresco: Los quesos frescos son resultado de una coagulación lenta de la leche por acción de la acidificación combinada o no con la acción de una pequeña cantidad de cuajo. Los quesos frescos presentan una gran diversidad según el grado de desuerado del coágulo y el contenido en materia grasa de la leche empleada. 
	3. Importancia económica del queso: Según la FAO la producción mundial de todos los tipos de queso se ha elevado de 4.934 millones de toneladas en 1963 a 89 millones de toneladas en el 2008. Esta cantidad es superior a la producción anual de granos de café, hojas de té, granos de cacao y tabaco juntos (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2009). La panorámica es que la producción de queso continuará aumentando y que, junto a las leches fermentadas, serán los principales productos derivados de leche líquida no requerida para consumo directo ver  Cuadro 9 (Robinson, 2002).
	4. Comercio nacional del queso: Se hace evidente la importancia de los productos lácteos en la dieta del guatemalteco. En el Cuadro 11, de los 9 alimentos presentados, hay 3 productos lácteos, siendo el queso el de mayor consumo.
	a. Importaciones en Guatemala. Respecto al valor de las importaciones de leche y productos lácteos a nuestro país, la tendencia es una alza sostenida que va desde un 8.8% entre el 2002 y 2003, hasta un 27.8% entre 2006 y 2007. En los primeros 6 meses de 2009, las importaciones casi igualaron el valor total de 2002, Cuadro 12.
	Exportaciones de Guatemala. El comportamiento de las exportaciones de leche y productos lácteos no muestra una tendencia. En el Cuadro 14, se ve que en los años 2003, 2005 y 2007 hubo un crecimiento significativo con respecto al año anterior. Esto no ocurrió en los años 2004 y 2006, cuando se reportaron mermas que incidieron en cifras negativas en el comercio de este rubro.


	L. Pruebas para la detección e identificación de Campylobacter.
	1. Detección microbiológica y bioquímica de Campylobacter utilizando la metodología del BAM: 
	a. Catalasa. La catalasa es una enzima hemoproteica, que se caracteriza por poseer una estructura tetramérica, en la cual cada subunidad contiene un grupo Hem (Fe3+). Está presente en la mayoría de las bacterias aerobias, facultativas y anaerobias aerotolerantes, como por ejemplo Campylobacter. La catalasa manifiesta actividad de peroxidasa. Cataliza la oxidación de sustratos acoplada a la reducción de peróxido de hidrógeno para formar agua y oxígeno molecular. En la prueba de catalasa la reacción se efectúa con dos moléculas de peróxido de hidrógeno, una de las cuales actúa como sustrato reducido y la otra como donador de átomos de hidrógeno; esto resulta en la formación de agua (sustrato reducido) y oxígeno (donador oxidado). El peróxido de hidrógeno es muy tóxico para las bacterias. Generalmente los microorganismos que carecen de citocromos, también carecen de catalasa, así la mayoría de las bacterias anaerobias no la poseen (Rodríguez et al., 2005).
	b. Hidrólisis del hipurato. El hipurato es un compuesto orgánico aromático que puede ser hidrolizado enzimáticamente originando benzoato y glicina. Esta prueba es utilizada para diferenciar especies de Streptococcus.
	c. Oxidasa. La oxidasa, también conocida como citocromo C oxidasa o indofenol oxidasa, activa la oxidación el citocromo C reducido, por acción del oxígeno molecular. Esta enzima se encuentra en una gran variedad de seres vivos, incluso algunas bacterias, por lo que su determinación es de interés taxonómico en bacteriología. La mayor parte de las bacterias Gram positivas son oxidasa negativas. La prueba de oxidasa determina indirectamente la presencia del citocromo C oxidasa. Esta cataliza la oxidación del citocromo C reducido (Ecuación 1). El que a su vez oxida el reactivo empleado, dando un complejo coloreado (Ecuación 2) (Rodríguez et al., 2005).
	d. Agar Hierro Tres Azucares (Triple Sugar Iron Agar, TSI). El medio fue diseñado para determinar la habilidad de las bacterias de fermentar hidratos de carbono y producir sulfuro de hidrógeno (SH2). El medio contiene 1 parte (0.10%) de glucosa y 10 partes (1.00%) de lactosa y sacarosa. El indicador de pH es el rojo fenol y el sulfato ferroso pone en evidencia la formación de SH2. Si el microorganismo fermenta glucosa, tanto la punción como la estría aparecerán de color amarillo. Si el organismo fermenta lactosa y/o sacarosa, la estría permanecerá ácida (amarilla). Si no fermenta lactosa, la estría se vuelve alcalina (roja). Los organismos que no fermentan glucosa no producen cambios en el pH del medio o producirán productos alcalinos y el medio TSI permanecerá rojo. La producción de SH2 se manifiesta por un ennegrecimiento del medio (Caffer et al., 2007).

	2. Detección enzimática de Campylobacter utilizando el sistema de ensayo de diagnóstico inmunológico Vitek (VIDAS, Vitek Immuno Diagnostic Assay System) Campylobacter (CAM) (BioMérieux Industry®).
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	A. General
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	1. Caracterizar morfológica y bioquímicamente las colonias aisladas de Campylobacter jejuni a partir de muestras de queso fresco artesanal, utilizando el método tradicional (BAM).
	2. Realizar la comparación entre la metodología VIDAS CAM y la metodología del estándar de oro (BAM) para la detección de Campylobacter jejuni utilizando como matriz queso fresco artesanal.
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	 Cepa ATCC 33291
	 H2O2 al 30% (3 g de peróxido de sodio en 100 mL de H2Od)
	 Agar TSI
	 Tira bactident oxidasa (Merck, Cat. No. 1.13300.0001, lote HC827682)
	 Ninhidrina (3.5 g de ninhidrina en 100 mL de una mezcla 1:1 acetona y butanol).
	 Tubos con hipurato de sodio al 1% (2.5 g de caldo infusión corazón, 1 g de hipurato de sodio en 100mL de agua)
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	a. Materiales
	 Cepa C. jejuni ATCC 33291
	 Cepa Escherichia coli ATCC 25922
	 Agar CCDA
	 Caldo Bolton
	b. Procedimiento


	C. Control de ambientes
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	E. Protocolo para la contaminación de queso fresco artesanal.
	1. Materiales
	2. Procedimiento
	a. A partir de un cultivo fresco en placa se tomaron 3 o 4 colonias de C. jejuni ATCC 33291 y se resuspendieron en un tubo con 9 mL de solución salina. 
	b. Se ajustó la suspensión por comparación visual hasta llegar a la misma turbidez del estándar de 0.5 de la escala de McFarland. Para ello, se visualizó ambos tubos contra un fondo blanco con una línea negra como contraste (Figura 2).
	c. Se agregaron 1000 μL de suspensión a cada muestra de queso.


	F. Metodología utilizada para la implementación de la metodología de VIDAS CAM mediante la inoculación de C. jejuni en queso fresco artesanal.
	1. Descripción de las muestras. Para cada análisis realizado se utilizaron los siguientes elementos: 
	2. Aislamiento utilizando la metodología VIDAS CAM 
	a. Materiales
	b. Procedimiento

	3. Aislamiento utilizando la metodología del estándar de oro (BAM)
	a. Materiales
	b. Procedimiento


	G. Protocolo para la confirmación a nivel microbiológico de C. jejuni  para la técnica de VIDAS CAM y la prueba estándar de oro
	1. Preparación y Tinción de Gram 
	2. Confirmación de colonias presuntivas por medio de la realización de pruebas bioquímicas


	VII. RESULTADOS
	A. Prueba de viabilidad y pureza de la cepa de referencia
	B. Control de calidad de los medios de cultivo
	C. Control de ambientes
	D. Verificación de la presencia de Campylobacter u otras bacterias de origen en el queso fresco artesanal
	E. Comparación de la metodología VIDAS CAM y la metodología estándar de oro

	VIII. DISCUSIÓN
	IX. CONCLUSIONES
	1. La técnica de VIDAS CAM en comparación con el método del BAM tienen la misma capacidad de detección para un inoculo Campylobacter de 8 1×108 UFC/25g de queso artesanal.
	2. Se caracterizaron morfológica y bioquímicamente las colonias aisladas de 33 muestras positivas como Campylobacter jejuni a partir de muestras de queso fresco, utilizando el método tradicional (BAM).
	3. Para ambos métodos se obtuvo como resultado de la estimación conjunta de la proporción común supuesta un valor de 𝑝=0.7674.
	4. Debido a que la hipótesis nula fue rechazada y el valor de Z igual a 0 con una desviación estándar de 0.0911, se encontró que no existe diferencia significativa entre la técnica de VIDAS CAM y la prueba de estándar de oro en el diagnostico de Campylobacter jejuni en queso fresco inoculado experimentalmente.
	5. Los resultados obtenidos a partir de la comparación de proporciones independientes de dos poblaciones utilizando la prueba Z, sugieren que la metodología VIDAS CAM puede ser utilizada como prueba diagnóstica para la detección de Campylobacter en queso fresco.

	X. RECOMENDACIONES
	1. Se recomienda que para estudios posteriores, se utilice otro tipo de muestras; o se esterilicen las matrices a utilizar, para reducir de esta manera la contaminación externa introducida tanto en la elaboración como en el manejo de la muestra.
	2. Se recomienda que se realice un estudio de validación, en donde se utilice un mayor número de muestras que permitan el cálculo de parámetros estadísticos de comparación entre metodologías tales como: la determinación del límite de detección, el límite de cuantificación, cálculo del límite de incertidumbre, precisión y exactitud, para asegurar una mayor confiabilidad en los resultados obtenidos. 
	3. Se recomienda que al realizar el estudio de validación, se utilicen distintas concentraciones y tratamientos en las muestras que permitan evaluar los parámetros estadísticos de sensibilidad y especificidad de la prueba.
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	c. Oxidasa. La oxidasa, también conocida como citocromo C oxidasa o indofenol oxidasa, activa la oxidación el citocromo C reducido, por acción del oxígeno molecular. Esta enzima se encuentra en una gran variedad de seres vivos, incluso algunas bacterias, por lo que su determinación es de interés taxonómico en bacteriología. La mayor parte de las bacterias Gram positivas son oxidasa negativas. La prueba de oxidasa determina indirectamente la presencia del citocromo C oxidasa. Esta cataliza la oxidación del citocromo C reducido (Ecuación 1). El que a su vez oxida el reactivo empleado, dando un complejo coloreado (Ecuación 2) (Rodríguez et al., 2005).
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