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RESUMEN

Con la finalidad de determinar la presencia de Campylobacter sp, en perros con
sintomatologia clinica de diarrea en la ciudad de Loja, para el presente estudio
se muestrearon 43 perros de diferente edad, raza y sexo, con sintomatologia
clinica de diarrea, que asistieron a diferentes clinicas veterinarias de la ciudad

de Loja.

Para el aislamiento del Campylobacter sp, se utilizé el método de Filtracién en
Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa) usando la membrana de
Nitrocelulosa de 0.45 micras como filtro, que logra separar el Campylobacter
sp, del resto de bacterias de la flora microbiana presente en las heces, sin
necesidad de la adicién de antibidticos inhibitorios de flora acompafante. Las
muestras fueron incubadas en un medio micro aerdfilo y analizadas con una
prueba reactiva para identificar presencia de la enzima catalasa ya que
Campylobacter sp, es catalasa positivo, también se utilizé6 dos pruebas como
son Agar TSI (Agar Triple-Azucar-Hierro) y  Medio SIM (Sulfuro-Indol-

Movilidad), como complemento para identificar la bacteria.

Las tres pruebas realizadas confirman el diagnéstico de la presencia de
Campylobacter sp, en perros con sintomatologia clinica de diarrea en la ciudad
de Loja, al haberse obtenido un 65.12%, de muestras positivas.

Por medio del analisis estadistico se determind que la edad, raza y sexo del

paciente estan asociados con la presencia de Campylobacter sp.



El haber aislado Campylobacter sp, en perros de la ciudad de Loja por medio
del presente estudio, utilizando un método de aislamiento accesible y eficaz
que evita la utilizacion de medios de cultivo y suplementos especiales, es de
gran importancia en la Medicina Veterinaria de nuestra Ciudad ya que se podra

incluir dentro del diagndstico como causante de diarrea en mascotas.

En Medicina Humana es muy importante ya que serd mas facil aislarse la
bacteria e incluirse en las pruebas bacteriolégicas de rutina, y por ser el perro
reservorio de la bacteria, se podran tomar en cuenta a las mascotas como una

posible fuente de infeccibn en humanos de nuestro medio.



SUMMARY

In order to determine the presence of Campylobacter sp in dogs with symptoms
of diarrhea in the city of Loja, for this study were sampled 43 dogs of different
age, race and sex, with symptoms of diarrhea, attending different veterinary

clinics in the city of Loja.

For the isolation of Campylobacter, we used the method of filtration TCBS Agar
(Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose) using nitrocellulose membrane as 0.45
micron filter, which manages to separate the Campylobacter sp, the other flora
bacteria microbial present in feces, without the addition of antibiotics inhibitory
accompanying flora. The samples were incubated in a medium micro aerdfilo
and analyzed with a test strip to identify the presence of catalase as
Campylobacter sp, is catalase positive, was also used two tests such as TSI
Agar (Agar Triple-Sugar-lron) and Middle SIM (sulfide-indole-Mobility), in

addition to identify the bacteria.

The three tests confirm the diagnosis of Campylobacter sp in dogs with
symptoms of diarrhea in the city of Loja, having obtained a 65.12% positive

samples.

Through statistical analysis it was determined that age, race and sex of the
patient are associated with the presence of Campylobacter sp, having isolated
Campylobacter in dogs in the city of Loja by the present study, using a method

accessible and effective insulation that prevents the use of culture media and



special supplements, is of great importance in our City Veterinary Medicine as it

may, within the diagnosis as a cause of diarrhea in pets.

In human medicine is very important as it will be easier to isolate the bacteria
and included in the routine bacteriological tests, and as the dog reservoir of
bacteria may be taken into account to pets as a possible source of infection in

humans our environment.



1. INTRODUCCION

Cada vez es mayor el indice de pacientes que presentan enfermedades
relacionadas con Campylobacter, algunos de los sintomas clinicos se
confunden con enfermedades relacionadas con el aparato digestivo. Por lo
general, esta enfermedad causa gastroenteritis en aves, animales de
compafiia, animales de granja, y podemos recalcar que es una enfermedad
zoonosica que afecta a la salud humana; con mayor frecuencia a nifios

menores a cinco anos.

En paises en vias de desarrollo como el nuestro, las infecciones por
Campylobacter tienen un caracter hiper endémico con una incidencia maxima
entre los niflos mas pequefios (< 2 afios); pero se ha visto que la tasa de

infeccién disminuye con la edad, asociandose a una adquisicion de inmunidad.

“La Determinacion de la Presencia de Campylobacter sp. en Perros con
Sintomatologia Clinica de Diarrea en las Clinicas Veterinarias de la Ciudad de
Loja y el Hospital Docente Veterinario de UNL”; tiene como finalidad generar
informacion sobre el agente patégeno causante del sindrome diarreico agudo
(Campylobacter); con el &nimo de mejorar el diagnéstico al sospecharse una

infeccidn con este microorganismo en pacientes con diarrea.

El presente trabajo de investigacion contribuira al conocimiento de esta bacteria
y a tomar medidas preventivas de posibles procesos infecciosos en las

mascotas como en el humano.



Los objetivos que se plantearon en la presente investigacion fueron:

» Determinacion de Campylobacteriosis en perros atendidos en clinicas
veterinarias de la ciudad de Loja y el Hospital Docente Veterinario de la

UNL.

» Determinar la presencia de Campylobacter sp. en perros con sintomatologia
clinica de diarrea que asistan a clinicas veterinarias de la ciudad de Loja y

el Hospital Docente Veterinario de la UNL.

» ldentificar la susceptibilidad del campylobacter de acuerdo a la edad, raza y

Sexo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. CAMPYLOBACTERIOSIS

2.1.1. Definicién

La campylobacteriosis se refiere al grupo de infecciones piogénicas producidas por
las bacterias del género Campylobacter. Aunque en general se trata de
enfermedades diarreicas agudas, estos microorganismos pueden causar
infeccibn en cualquier region, especialmente en los huéspedes inmuno

deprimidos, con secuelas no supurativas tardias.

La denominacion Campylobacter procede de la palabra griega de «bacilo
curvo» y se refiere a la morfologia del microorganismo, parecido a un vibrion

(Harrison, 2000).

Cuadro 1. Clasificacion del campylobacter

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

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



http://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacterium
http://es.wikipedia.org/wiki/Filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Campylobacterales
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Campylobacteraceae
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)

Cuadro 2. Especies

. C coli . C.insulaenigrae

. C.concisus . C.jejuni

° C.curvus . C.lanienae

. C.faecalis . C.lari

. C.fetus . C.mucosalis

. C.gracilis . C.rectus

° C.helveticus . C.showae

. C.hominis . C.sputorum

° C.hyointestinalis o C.upsaliensis
L.upsaliensis

Figura 1. Imagen de Campylobacter en microscopio de campo oscuro.


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_coli&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_concisus&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_curvus&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_faecalis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Campylobacter_fetus
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_gracilis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_helveticus&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_hominis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_hyointestinalis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_insulaenigrae&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Campylobacter_jejuni
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_lanienae&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_lari&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_mucosalis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_rectus&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_showae&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_sputorum&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacter_upsaliensis&action=edit&redlink=1

2.1.2. Etiologia.

La campylobacteriosis es una enfermedad infecciosa ocasionada
principalmente por el Campylobacter especie jejuni. Es un bacilo Gram
negativo curvo, espiralado o en forma de “S” que presenta un flagelo unico en
uno o ambos extremos. En cultivos de varios dias adquiere formas esféricas u
ovoides que han perdido su capacidad para multiplicarse en medios de cultivos

inertes y que son consideradas como formas viables no cultivables.

Al comienzo estos microorganismos fueron clasificados dentro del género
Vibrio. Sin embargo, mas tarde, debido a que presentan diferencias
fundamentales con relacion a la constitucién del DNA y por su incapacidad de
fermentar los hidratos de carbono, fueron agrupados en un nuevo género

bacteriano denominado Campylobacter.

Esta especie se encuentra como comensal en el tracto gastrointestinal de una
amplia variedad de animales como bovinos, ovinos, cerdos, cabras, perros,
gatos, roedores silvestres y domésticos y en todas las variedades de aves de
corral y de vida libre. La dosis infectante en general es baja y varia entre 500 y
1,000,000 de microorganismos para causar la enfermedad, lo cual evidencia su

capacidad de producir brotes (Morales, 2004).



2.1.3. Caracteristicas.

Bacterias Gram negativas, pequefias (0.3 - 0.6 micras de didmetro, 0.5 - 5
micras de ancho), no esporuladas, con una forma distintiva curva o en espiral,
con aspecto de vibrio, presentan un flagelo no envainado unico en uno o dos
de sus extremos y se mueven caracteristicamente en forma rapida y a modo de
saca corchos. Casi todas las especies son sensibles al oxigeno y so6lo pueden
desarrollar en condiciones de reduccion de oxigeno, habitualmente en

atmésfera micro aerdfila (Méndez MV y cols, 1994).

2.1.3.1 Caracteristicas de crecimiento.

Las especies de Campylobacter son micro aerdfilas, por lo que necesitan para
crecer una atmosfera que contenga de 3 a 15% de oxigeno (02) y 3 a 5% de
diéxido de carbono (CO2). Su sensibilidad al oxigeno es una de sus
caracteristicas mas importantes. Su metabolismo es Unicamente respiratorio
por lo que no metabolizan los azucares, utilizando como fuentes de carbono y
energia algunos aminoacidos y acidos tricarboxilicos. Todas las especies son
oxidasas positivas y catalasa positivo, a excepcion del grupo de Campylobacter

denominadas CNW (catalasa-negativas o débilmente catalasa-negativas).

En general, todas las especies de Campylobacter tienen una actividad

bioquimica extremadamente lenta.



Son sensibles a la desecacion, pasteurizacion, luz solar directa, condiciones
acidas y a la mayoria de desinfectantes. A temperaturas de refrigeracion y

congelacion se van debilitando y disminuyendo en numero.

Todas las especies son capaces de desarrollarse a una temperatura de 37°C,

pero la temperatura Optima de crecimiento es a 42-43°C.

Su velocidad de crecimiento es mas lenta que las bacterias de la flora normal
entérica, por lo que es necesario para su aislamiento a partir de materia fecal,
la utilizacion de medios de cultivo selectivos que inhiban dicha flora (Saenz,

2007).

2.1.4. Epidemiologia.

La campylobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial que afecta
mayoritariamente los paises en vias de desarrollo. Esta bacteria constituye la
principal causa de gastroenteritis en el hombre, por delante incluso de los
géneros Salmonella y Shigella. En paises desarrollados se asocia a brotes
epidémicos relacionados con consumo de alimentos contaminados
especialmente con el pollo. En paises en desarrollo su epidemiologia se asocia
mas con contaminacion fecal del ambiente, al igual que ocurre con el resto de

los agentes productores de diarrea.

En paises industrializados, Campylobacter es el primer agente de diarrea,
siendo recuperado en 4-7% de los pacientes con diarrea y en 0-1% de

individuos asintomaticos



Las especies que producen diarrea de Campylobacter se encuentran
habitualmente como comensales del tracto gastrointestinal de una gran
variedad de mamiferos y de aves, tanto domeésticos como de vida libre, es por
ello que el contacto del hombre con los mismos ha siso asociado a

campylobacteriosis.

De la misma forma que con otros patdégenos entéricos, es importante tener
presente, para efectos de prevencion, la transmision fecal-oral de persona a

persona sobre todo en lactantes, que no controlan esfinteres (Alvarado, 2007).

2.1.5. Reservorios.

Hay presencia de Campylobacter sp. En diversos ambientes. Los animales
silvestres y domésticos, en especial las aves de corral, las aves silvestres y el
ganado, son reservorios importantes, aunque también pueden ser los animales
de compaiiia y otros animales. Los alimentos, incluidas la carne y la leche no

pasteurizada, son fuentes importantes de infecciones por Campylobacter.

El agua también es una fuente significativa. Se ha comprobado que la
presencia de los microorganismos en aguas superficiales esta fuertemente
ligada a la pluviosidad, la temperatura del agua y la presencia de aves

acuaticas (Frost JA, 2001).



2.1.6. Formade Infeccién.

Tanto en animales como en humanos el germen debe ser ingerido para causar
la enfermedad (via fecal-oral directa o indirecta), es decir que la infeccion tiene
lugar como consecuencia de la ingestion directa de las heces o bien de la

ingestion de un producto animal o agua contaminado con heces infectadas.

La via de infeccion humana mas frecuente es el consumo de carne de animales
infectados, la leche no pasteurizada y agua contaminada. La otra via también
importante pero menos frecuente es la ingestion accidental de heces de
animales infectados (contacto directo); y aun menos frecuente la transmision
fecal-oral de persona a persona por ingerir alimentos manipulados por

personas infectadas y sintomaticas.

La transmisién del germen a los nifios resulta facil por ser los animales de

compafiia (perros y gatos) reservorios del Campylobacter (Saenz, 2007).

2.1.7. Patogenia.

El principal mecanismo de patogenicidad es la invasion de la mucosa intestinal,
en forma similar como la Shigella. La invasion de la lamina propia se observa
tanto a nivel del intestino delgado como del colon, y el resultado es
generalmente una enterocolitis inespecifica, que puede incluir los siguientes
hallazgos: degeneracion y atrofia glandular, pérdida de la produccion de
mucus, abscesos de las criptas, y ulceracion de la mucosa epitelial. En otros

casos, las caracteristicas patolégicas son similares a las observadas en



infecciones por Salmonella o Shigella. Parece evidente que el lipopolisacarido
de la pared bacteriana, con actividad endotéxica tipica, desempefia un rol

central en el dafio inflamatorio (Blaser MJ, 2000).

La gravedad de la infeccion depende de la exposicion previa, cantidad y
virulencia de los microorganismos ingeridos, el desarrollo de anticuerpos
protectores y la presencia de otros entero patdégenos. El estrés ambiental,
fisiolégico o las infecciones entéricas concurrentes pueden exacerbar la

intensidad de la enfermedad (Ettinger, SJ.; Feldman, EC. 2002).

2.1.7.1. Signos clinicos en perros y gatos (con enfermedad clinica).

El principal signo es la diarrea que puede ser desde leve hasta acuosa o
mucoide sanguinolenta. Ademas puede presentarse fiebre, anorexia y vomitos.

La condicion generalmente dura 1-3 semanas.

C. jejuni: puede causar diarrea aguda o crénica comunmente con moco y
sangre del intestino grueso en animales menores de 6 meses. Puede ocasionar

enfermedad sistémica y colecistitis (inflamacién de la vesicula biliar).

Pueden haber animales infectados que eliminan el germen en las heces y no

presentar sintomatologia clinica (Saenz, 2007).



2.1.7.2. Signos clinicos en humanos.

Las manifestaciones clinicas son: inicio agudo de dolor abdominal tipo cdlico,
diarrea profusa g puede ser macroscépicamente sanguinolenta, cefalea,

malestar y fiebre.

En general la enfermedad es autolimitada a un periodo de 5 a 8 dias, pero en

ocasiones se prolonga (Jawetz, et al. 2007).

En pacientes inmuno comprometidos puede presentarse colecistitis aguda,
pancreatitis, cistitis, artritis reactiva y otras complicaciones como sindrome
urémico hemolitico, nefritis intersticial, hepatitis y sindrome de Guillén-Barré

(Malbrén, 2001).

2.1.8. Prevenciény control.

> Coccién completa de alimentos de origen animal, especialmente la

carne de aves.

> Lavarse las manos con jabén después de manipular alimentos crudos

de origen animal.

> Lavar tablas de cocina, mostradores y superficies donde se haya

manipulado alimentos crudos de origen animal



> Consumir leche y subproductos lacteos pasteurizados.

> Consumir agua potable.

> Evitar que personas con enfermedad intestinal manipulen alimentos

para consumo de otras personas.

> Si se tiene mascotas tomar medidas higiénicas como lavado de manos
después de tocar a los animales, asi como limpieza y desinfeccion de

instalaciones.

2.1.9. Diagnéstico de laboratorio.

a) Recoleccién de la Muestra.

Las muestras de deposiciones pueden ser tomadas con hisopo rectal o bien
por evacuaciéon espontanea, pudiendo mantenerse a temperatura ambiente, por

algunas horas, evitando su desecacion.

La refrigeracion de las muestras prolonga por varios dias la sobrevivencia del
micoorganismo. Si es necesario usar un medio de transporte, debe utilizarse el
medio Cary Blair modificado por la reduccion de la concentracion de agar en un

0,12%.



b) Examen Microscopico Directo.

Las muestras de materia fecal pueden ser examinadas a través de una tincion
simple como Gram utilizando carbol fucsina como colorante de contraste, o
azul de metileno para identificar leucocitos y formas bacilares curvas. La
observacion en microscopio Optico con objetivo de inmersién (100X) o de
campo oscuro de bacilos curvos y/o espiralados con gran motilidad en forma

circular o de sacacorchos nos permite un diagndstico presuntivo rapido.

C) Cultivo en Agar TCBS (agar selectivo para Vibrio).

El Agar TCBS es utilizado como medio selectivo para el aislamiento y cultivo de

Vibrio.

Cuadro 3. Formula del Agar TCBS

Extracto de Levadura 3.0 Cloruro de Sodio 5.0
Mezcla de Peptonas 10.0 Rojo de Fenol 0.08
Lactosa 10.0 Verde Brillante 0.0125
Sacarosa 10.0 Agar Bacterioldgico 20.0
pH 6.9 + 0.2

El Agar TCBS, por las iniciales de Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa, es
preparado de acuerdo con la férmula de Kobayashi y col. siendo una

modificacion del medio de Nakanishi. En el Agar TCBS crecen todas las



especies de Vibrio patdégenas para el humano excepto V. hollisae. Las

muestras pueden ser de materiales clinicos.

El Agar TCBS es altamente selectivo para las especies de Vibrio debido a sus
componentes nutricionales y a la alta concentracion de sales y es ampliamente
utilizado en placa para el primo aislamiento. Este medio junto en el Agua
Peptonada Alcalina es utilizado para el aislamiento de V.cholerae y otras

especies a partir de muestras fecales.

En este medio el extracto de levadura y las peptonas proporcionan la fuente de
nitrégeno, vitaminas y aminoacidos. El citrato de sodio, el tiosulfato de sodio y
la bilis actian como agentes inhibidores de microorganismos Gram positivos y
coliformes dando alcalinidad al medio. La sacarosa es el carbohidrato
fermentable. El cloruro de sodio promueve el crecimiento. El tiosulfato de sodio
es la fuente de sulfuro y el citrato de hierro es un indicador para detectar la
produccién de H2S. El azul de timol y de bromotimol, actidan como indicadores

de pH. El agar bacterioldgico es agregado como agente solidificante.

d) Método de filtracion para la deteccion de campylobacter en heces.

El método se basa en la separaciéon de Campylobacter del resto de la flora
microbiana presente en las heces, como por ejemplo los coliformes, que
guedan retenidos en la superficie de una membrana de celulosa de 0,45 o 0,66
pm; los bacilos que logran penetrar transponer la membrana van a depositarse
sobre un medio de cultivo en este caso agar TCBS (agar tiosulfato citrato bilis

sacarosa) que actuarad como sustrato para el crecimiento del micoorganismo.



De esta manera se obtiene un cultivo selectivo, situacion que remplaza a la
adicion de antibidticos, para eliminar la flora acompafante. Este método se
recomienda para el aislamiento de las especies emergentes (€j.

Campylobacter upsaliensis).

Procedimiento: (revisar fig. 2) atemperar el medio de cultivo en placa de Petri,
acomodar con una pinza los filtros estériles de celulosa de 0,45 pym, esperar a

gue se adhieran al medio.

Realizar una suspensiéon de materia fecal en solucion fisiolégica y con una
micropipeta o pipeta Pasteur, depositar aproximadamente 100 pl sobre la
membrana, tratando que no se derrame sobre el medio de cultivo. Dejar que se
filtre por un tiempo minimo de 30 minutos, luego levantar el filtro con la pinza y

desecharlo.

Estriar el filtrado con asa de platino. Acondicionar las placas en jarras para
incubar en micro aerdfila a 37°C durante 24-48 horas. Si la diarrea es acuosa,
no es necesario realizar una suspension en solucion fisioldgica (Malbran,

2001).
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Figura2. Técnica de Filtracibn con Membrana de Celulosa para la

Deteccion de Campylobacter sp, en Heces

e) Atmoésfera de Incubacién.

Algunos de los métodos para obtener una atmdésfera de incubacién adecuada

para el desarrollo del Campylobacter son:

> Remplazo de una atmosfera normal por una mezcla de gases
apropiada: se retira el aire contenido en la jarra anaerdbica con una
bomba de vacio y se remplaza por una mezcla que contenga 85% de
nitrogeno, 10% de dioxido de carbono y 5% de oxigeno. Algunas
especies como Campylobacter hyointestinalis requiere hidrégeno para

crecer.



> Sobres generadores de gases especiales para Campylobacter: son
sobres que aportan una atmésfera aproximada de 5-10% de oxigeno y
5-12% de dioxido de carbono. Estos se colocan dentro de la jarra

anaerdbica produciendo las condiciones micro aerobicas apropiadas.

> Sobres generadores de hidrégeno y oxigeno para anaerobiosis: se
pueden usar solo si tienen como reaccion ante el hidruro de boro y
sodio, y si se retira de la jarra el catalizador de paladio. Su uso no es
recomendable por el peligro de explosion que representa el hidrégeno

remanente en la jarra.

f) Temperatura de incubacion.

Las especies termofilas de Campylobacter crecen mejor a 42-43°C que a 37°C.
La mayor temperatura actia como inhibicion de la flora fecal. Si no se cuenta
con una estufa a esa temperatura, se puede utilizar una de 37°C con las

consideraciones del caso. (Malbran. 2001).



Cuadro 3. Temperaturas de Desarrollo de las Diferentes Especies de

Campylobacter.

29°C 37°C 42°C
C. jejuni subsp. Jejuni - + +
C. jejuni subsp. Doylei -
coli -
. fetus subsp. Fetus +
. fetus subsp. Veneralis *
lari -
. upsaliensis -
. hyointestinalis d
. Sputorum subsp. -
sputorum
C. sputorum subsp. bubulus d
C. curvus .
C. rectus -
C. showae -

HONOOO0
++ 4+ttt 44
+ O+ + 0 O+

+ O+

Fuente: Malbran C, 2001

g) Sistema Campylobacter (generador de condiciones micro

aerofilas).

Generan condiciones micro aerdfilas en jarras de metal o plastico. Componente

activo: acido ascorbico. Hay sobres para jarras de 2.5y 3.5 litros.

Al colocar una bolsa del Sistema Campylobacter en una jarra cerrada el
oxigeno atmosférico dentro de la jarra es rapidamente absorbido con la
generacion simultanea de dioxido de carbono, produciéndose las condiciones
micro aerobicas apropiadas. No necesita un catalizador ni agua para activar la

reaccion.



La reaccion de oxigeno con el acido ascorbico es exotérmica por lo que la

temperatura de la bolsa puede llegar a 65°C.

Indicaciones:

Colocar las placas de petri con el medio inoculado dentro de la jarra.

Abrir el sobre del Sistema Campylobacter y retirar la bolsa de papel.

Inmediatamente colocar la bolsa de papel de Campy Gen dentro de la

jarray cerrar la jarra en menos de 1 minuto.

Tan pronto como la bolsa de papel es expuesta al aire se inicia la
reaccion, y por eso la importancia que la jarra sea cerrada en menos de
1 minuto. La exposicion de la bolsita por mas de 1 minuto resultara en
pérdida de reactividad y no se alcanzaran las condiciones micro

aerobicas dentro de la jarra.

Después del tiempo de incubacion apropiado, retirar las placas de petri

y examinar el crecimiento de colonias.

Si se necesita volver a incubar debera utilizarse una bolsa nueva (Saenz,

2007).



h) Evaluacion de las placas.

Idealmente las placas deben examinarse a las 48 horas de incubacion, pero si

el caso lo requiere puede hacerse a las 18-24 horas.

Las colonias sospechosas pueden observarse planas, no hemoliticas, de

aspecto acuoso, colores grisaceos y bordes irregulares.

i) Identificacion presuntiva

. Examen directo vy coloracién de Gram:

Los frotis de heces tefiidos con Gram utilizando fucsina fenicada (carbol
fucsina) como colorante de contraste, puede manifestar la presencia de bacilos
Gram negativos finos y curvos con su forma de S, W o alas de gaviota

caracteristica.

Las impresiones de intestino de cerdo con enteritis proliferativa, tefiidas con
tinciones argénticas (coloracion con nitrato de plata) como la tincién de
Warthin-Starry y una tinciébn acido resistente, muestran los bacilos finos y

curvos en el interior de las células que revisten la porcion afectada del intestino.



. Microscopia:

Observacion de muestras fecales recientes (2 primeras horas de evacuacion)
bajo campo oscuro u otra iluminacion contrastante, buscando el movimiento
rapido y la forma caracteristica. Esto permite un diagndstico presuntivo rapido

(Malbran, 2001).

° Prueba T.S.l Agar ( Aqgar triple azUcar hierro):

Es un medio de diferenciacion que no debe utilizarse para el aislamiento

primario de patdgenos a partir de muestras clinicas.

Cuadro 4. Férmula del Agar TSI

Peptona 15¢g
Extracto de levadura 39
Extracto de carne 39
Proteosa de peptona 59
Glucosa 1g
Lactosa 10g
Sacarosa 10g
Sulfato de hierro 0,20
Cloruro sddico 59
Tiosulfato de sodio 0,30g
Rojo fenol 0,0249
Agar 12g

Se utiliza en la diferenciacion de cultivos puros obtenidos en medios de
aislamiento y también pueden emplearse como medio para el subcultivo de

caldo de enriquecimiento de Salmonella.



Inocular Agar Triple Azucar Hierro con una colonia presuntiva de una placa de
aislamiento primario o con un asa llena de medio del caldo de enriquecimiento
de Salmonella (por ejemplo, caldo selenita). Incubar en atmdsfera aerobia a 35
— 37 °C durante 18 — 24 h. No incubar en una atmosfera aerobia enriquecida
con diéxido de carbono ni por periodos mas prolongados que 24 h, dado que

de esa manera se podrian producir resultados erroneos (Faddin, 1985).

j) Identificacién final

. Medio de Cultivo SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad):

Medio de cultivo de ensayo, para comprobar la formacién de sulfuro, la
produccion de indol y la motilidad, en el marco del diagnostico de

enterobacteriaceas.

Cuadro 5. Formula del medio SIM

Tripteina 20.0
Peptona 6.1
Sulfato de hierro y amonio 0.2
Tiosulfato de sodio 0.2
Agar 3.5

El cultivo puro sometido a examen se siembra por picadura en la columna de

medio de cultivo, la incubacion es de 18-24 horas a una temperatura de 37°c.

La motilidad se pone de manifiesto por la turbidez difusa del medio de cultivo
alrededor del canal de la picadura. La motilidad se caracteriza por el

crecimiento producido exclusivamente a lo largo de dicho canal. La produccion



de H,S se reconoce por el ennegrecimiento de lo zona de crecimiento (Merck,

1994).

° Prueba de Catalasa:

Se coloca una asada del cultivo sobre un portaobjetos limpio y luego se agrega
una gota de peroxido de hidrogeno al 3%. Una reaccion positiva se evidencia
por la formacion de burbujas por la liberacibn de oxigeno a partir de la

reduccion del peréxido de hidrégeno (Saenz. 2007).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales.

3.1.1. De campo.

o Clinicas Veterinarias
o Hospital Docente Veterinario de la UNL
o Laboratorio de Diagnostico Integral Veterinario de la Universidad

Nacional de Loja
o 43 Perros de diferente edad, raza y sexo, con sintomatologia clinica de

diarrea.

3.1.2. De laboratorio.

o Mechero

o Placas de petri con agar TCBS. (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa)

o Filtros MILLIPORE (MF Membrane filtres) de 0.45 micras

o Campy Gen sobres (sistema Campylobacter)

o Tubos de ensayo con Agar TSI (Agar Triple AzUcar Hierro)

o Tubos de ensayo con Medio de Cultivo SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad)
o Asa de platino

o Erlenmeyer

. Pinzas estériles

o Pipetas de 1ml estériles



o Jarra Anaerojar

o Agitador Vortex

o Guantes

o Gradilla

o Hisopos estériles

o Porta objetos

. Cristal Violeta

. Agua

o Agua destilada

o Agua Oxigenada al 3%
o Papel absorbente

o Microscopio

o Aceite de inmersion

o Autoclave

o Incubadora a 42°C

o Refrigeradora

o Bata blanca

o Tubos de ensayo con medio de transporte Cary Blair
o Hielera

3.1.3. De Oficina.

o Computadora
o Hojas de papel bon

. calculadora



. Cinta Maski

o Marcador

o Hojas de registro de datos

o Hoja informativa para las clinicas
o Lapicero

o Teléfono celular

o Material de escritorio

3.2 METODOS.

3.2.1. Delimitacion del Area de Estudio.

El presente estudio se realizdé en 7 clinicas veterinarias de la ciudad de Loja
incluyendo el Hospital Docente Veterinario “Cesar Augusto Guerrero” de la
Carrera de Medicina Veterinaria Y Zootecnia del Area Agropecuaria y de
Recursos Naturales Renovables de la UNL que estan ubicadas en diferentes

puntos de la ciudad, presentando las siguientes caracteristicas climatolégicas:
- Altitud: 2130 m.s.n.m.

- Precipitacion: 1000 a 1200 mm, anual.

- Temperatura: 16.1°C., promedio.

Las clinicas en las que se tomaron las muestras son las siguientes:

® Clinica Veterinaria “Rodriguez”
® Clinica Veterinaria “Scooby”

® Clinica Veterinaria “ Canes Supremos”



Clinica Veterinaria “ Dogos”
Clinica Veterinaria “ Beethoven”

Clinica Veterinaria “ Animal Center’

© ® ® @

Hospital Docente Veterinario UNL

3.2.2. Tamaifo de la muestra.

Por ser uno de los objetivos encontrar la bacteria no importando su prevalencia,
el muestreo se realiz6 en un periodo de 3 meses (Mayo 2011 a Julio 2011). En
este periodo de tiempo se presentaron 43 casos con diferentes signos como
gastroenteritis, anoréxicos y neumonicos, los cuales fueron atendidos en las

diferentes clinicas veterinarias y en el Hospital Docente Veterinario de la UNL.

3.2.3. Toma de Muestras.

La toma de muestras se realizo en pacientes que llegaron a las diferentes
clinicas veterinarias en estudio incluyendo el hospital docente veterinario de la
Universidad Nacional de Loja ubicadas en diferentes puntos de la ciudad. Las
muestras fueron tomadas asépticamente antes de haber iniciado tratamiento

farmacoldgico.

a) Manejo y Conservacion de las Muestras

o Se procedié a tomar con un hisopo estéril parte de la muestra de las

deposiciones de cada paciente.



b)

Se introdujo el hisopo en el medio de transporte Cary Blair, cuidando
de que el hisopo quede 2 cm por debajo de la superficie y sin perforar
el fondo del medio de transporte.

Rompemos la parte del mango del hisopo que tocd nuestros dedos
para evitar fuentes de contaminacién externa.

Cerramos bien el tubo y luego se procedi6 a identificar y registrarlo con
los datos del paciente como nombre, edad, raza, sexo, signos clinicos,
zona donde reside y clinica donde se atendio.

Las muestras fueron transportadas en una hielera y llevadas al
Laboratorio de Diagndstico Integral Veterinario de la CMVZ, UNL, para
su siembra y analisis.

El proceso de siembra se hizo en un lapso de tiempo no mayor de 24
horas después de tomada la muestra (tiempo méximo para q la

muestra no sufra ninguna alteracion).

Método de Laboratorio

Las muestras se las trabajo en el Laboratorio de Diagndéstico Integral

Veterinario de la CMVZ, UNL, bajo un control estricto de higiene y libre de

contaminacion.

El método que se utilizé es el de Filtracion en Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-

Bilis-Sacarosa) utilizando la membrana de Nitrocelulosa de 0.45 micras. El

procedimiento que se realiz6 con cada una de las muestras fue siguiente:



Se preparo el Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa), colocando
8,6 gr del medio en 100 ml de agua destilada (por cada 10 placas petri),

se procedi6 a calentar la mescla hasta su completa disolucion.

Luego se hizo hervir el preparado durante un minuto para
posteriormente dejarlo enfriar a una temperatura de 45°C; se vacio el
preparado en cada placa petri estériles. No se autoclavo el medio segun

las recomendaciones del fabricante.

Con una pinza estéril se colocé una membrana de Nitrocelulosa sobre el

Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa).

Se homogenizo la muestra utilizando el agitador Vortex y con una
pipeta estéril de 1 ml se extrajo 0.2 ml de la mezcla y se coloco sobre la
membrana. Se esperd aproximadamente 30 minutos hasta que la

mezcla se filtre totalmente.

Con una pinza estéril se retird y desecho la membrana.

Se tapo e identifico a la placa de petri y se coloco junto con un sobre de

Campy Gen dentro de la Jarra Anaerojar. En la misma se coloco

aproximadamente de 3 a 5 muestras al mismo tiempo.

Se procediod a incubar a una temperatura de 42°C por 72 horas.



e Al final se observd si hubo crecimiento de colonias caracteristicas de

Campylobacter sp.

C) Interpretacion de los resultados.

En las placas que dieron positivos al crecimiento de Campylobacter sp, se
observaron colonias amarillas, cremosas, brillantes, de bordes regulares,
mientras que las placas negativas no se observo ningan cambio,

permaneciendo el Agar de color verde.

En los medios de cultivo donde hubo crecimiento de colonias caracteristicas se

realizaron los siguientes procedimientos:

1. Se realizo Tincion de Gram utilizando fucsina fenicada como colorante
de contraste, para luego proceder a observar en el microscopio 6ptico
con el objetivo de inmersién (100 X) logrando identificar los bacilos finos

en forma de gaviota.

2. TSI (Agar Triple Azucar Hierro): Se procedi6 a preparar el medio
colocando 6,25 gr de polvo en 100 ml de agua destilada (para 10 tubos
de ensayo), luego se calent6é la mezcla agitando frecuentemente, para
posteriormente proceder a hervir de 1 o 2 minutos hasta su disolucién

total.



Se procedié a llenar los tubos de ensayo hasta una tercera parte, para
luego proceder a esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib de presion) por

15 minutos. Se dejo enfriar en pico de flauta profundo.

Luego se procedid a inocular TSI (Agar Triple Azucar Hierro) por
picadura con un asa de platino una colonia presuntiva de una placa de
aislamiento puro, en atmoésfera aerobia a 35-37°C durante 18 — 24
horas. No enriquecida con diéxido de carbono ni por periodos mas
prolongados que 24 horas, dado que de esa manera se podrian producir

resultados erréneos

. SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad): la preparacion de este medio es similar
al descrito anteriormente con el TSI con las Unicas diferencias que la
cantidad de disolucion es de 3gr en 100ml de agua destilada (para cada
10 tubos de ensayo), y el modo de enfriamiento es colocar los tubos de

manera vertical.

Con estas pruebas de TSI y SIM las muestras positivas que fueron
sembradas en una atmosfera anaerobia a 37°C durante 24h, mostraron
una coloracion negra en el fondo del tubo debido a que la reaccion de
Campylobacter sp, se basa en la liberacion de SH2 (acido sulfidrico), por
accion enzimatica de los aminoacidos que contienen Azufre y se pone
en evidencia por indicadores como el sulfato ferroso (Fe2+), que contiene

su formula.



4. PRUEBA DE CATALASA: Para esta prueba se cogié con cuidado una
colonia de cultivo de Campylobacter con el asa de platino (evitando
coger agar), se la coloco sobre un porta objetos sin afadir agua, se
procedio a colocar una gota de agua oxigenada pura al 3%. Las pruebas
gue resultaron positivas, desprendieron burbujas como consecuencia de
la actividad enzimética de la catalasa, debido a que esta enzima tiene la

capacidad de degradar el peréxido de hidrogeno 2H,0..

3.2.4. Variables.

Se evaluaron las siguientes variables:

Aislamiento de la bacteria.

Susceptibilidad de acuerdo al sexo, raza y edad.

Signos clinicos de la enfermedad.

YV VvV VYV V¥V

Coloracion en el Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa).

3.2.5. Tomay Registro de Datos.

3.25.1. Aislamiento de la Bacteria.

Para el andlisis de esta variable se tomo en cuenta los resultados positivos que

dieron al hacer el cultivo en el Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa)

aplicando la técnica de filtracion con la membrana de Nitro Celulosa de 0.45



micras y se determino Unicamente el crecimiento de la bacteria aislandola de la

demas flora microbiana.

3.2.5.2. Susceptibilidad de acuerdo al Sexo, Razay edad.

Para el andlisis de esta variable se tomo en cuenta los resultados que dieron
positivos al cultivo en el Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa) en los
diferentes pacientes que llegaron a las diferentes clinicas veterinarias y al
hospital docente veterinario durante el periodo de ensayo y se determino la

prevalencia del Campylobacter sp, de acuerdo al sexo, raza y edad.

3.2.5.3. Signos clinicos de la enfermedad.

En esta variable se tomo en cuenta todos los pacientes que llegaron con
diferentes signos, como son: gastroentéricos, anémicos y neumonicos, y se

determino el principal signo que caracteriza la enfermedad.

3.2.5.4. Coloraciobn en el Agar TCBS (agar tiosulfato citrato bilis

sacarosa).

Para esta variable se tomo en cuenta el crecimiento de la bacteria en el Agar
TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa), y se determino la coloracion

caracteristica del cultivo.



3.2.6. Anédlisis Estadistico.

Se utilizo la estadistica descriptiva para el ordenamiento de la informacién en
cuadros y figuras, las mismas que facilitaron su posterior analisis e

interpretacion.



4. RESULTADOS

4.1. AISLAMIENTO DE LA BACTERIA (NUMERO).

Una vez llenado los respectivos registros y anamnesis de los 43 pacientes
sospechosos al Campylobacter sp, se procedid a realizar el aislamiento de la
bacteria aplicando el método de filtracion en membrana de Nitro Celulosa de
0.45 micras, los resultados se muestran en el cuadro siete y representado en
la figura tres.

Cuadro 7.- Presencia de Campylobacter Sp. En muestras de heces de perros
con sintomatologia clinica de diarrea.

AISLAMIENTO DE LA TOTAL POSITIVAS NEGATIVAS

BACTERIA NUMERO| % [NUMERO| %

Filtracion en membrana de Nitro

43 28 65,12 15 34,88
Celulosa

Fuente: Investigacion directa

Elaborado por: El autor

Como se puede observar en el cuadro siete al aplicar el método de Filtracién
en Membrana de Nitro Celulosa a las 43 muestra para lograr asi el
aislamiento total de la bacteria, un 65.12 % de las muestras analizadas dieron
positivas al cultivo de campylobacter, mientras que un 34.88 % de las muestras

analizadas dieron negativo a la presencia de campylobacter.



AISLAMIENTO DE LA BACTERIA

70,00 - 65,12
60,00 -
50,00 -
40,00 - 34,88
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Figura 3. Porcentaje total de muestras positivas y negativas al Campylobacter

sp.

4.2. SUSCEPTIBILIDAD DE ACUERDO AL SEXO, RAZA'Y EDAD

(PORCENTAJE).

4.2.1. Susceptibilidad de acuerdo al Sexo.

Se determin6 tomando en consideracién los resultados del aislamiento y cultivo
de la bacteria con respecto al sexo de los pacientes sospechosos a
Campylobacter. Los resultados se muestran en el cuadro ocho y se grafica en

la figura cuatro.



Cuadro 8- Susceptibilidad de la bacteria campylobacter sp, de acuerdo al sexo

de los pacientes.

SEXO MUESTRAS POSITIVAS NEGATIVAS
ANALIZADAS | NUMERO % NUMERO %
Macho 26 17 65,38 9 34,62
Hembra 17 11 64,71 6 35,29
TOTAL 43 28 65,12 15 34,88

Fuente: Investigacion directa

Elaborado por: El autor

El cuadro ocho muestra que del numero total de machos analizados (26),
diecisiete resultaron positivos a campylobacter, dando un porcentaje de 65.38
%. De las hembras analizadas (17), once resultaron positivas, lo que

corresponde al 37.5 %.

SUSCEPTIBILIDAD DE LA BACTERIA CAMPYLOBACTER
DE ACUERDO AL SEXO DE LOS PACIENTES

80,00 -

65,38 64,71

g 60,00 -

E 40,00 7 e : > i POSITIVAS

g 20,00 - i NEGATIVAS
0,00 -

Macho Hembra

Ssexo

Figura 4.- Susceptibilidad de la bacteria campylobacter sp, con respecto al

sexo de los pacientes.



4.2.2. Susceptibilidad de acuerdo a la raza.

Se determin6 tomando en consideracion los resultados del aislamiento y cultivo
de la bacteria con respecto a la raza de los pacientes sospechosos a
Campylobacter sp. Los resultados se muestran en el cuadro nueve y se grafica

en la figura cinco.

Cuadro 9.- Susceptibilidad de la bacteria campylobacter sp, de acuerdo a la

raza de los pacientes.

MUESTRAS POSITIVAS NEGATIVAS
RAZAS | ANALIZADAS
NUMERO % NUMERO %

Grandes 10 5 50 5 50,0
Medianas 4 2 50 2 50,0
Pequefias 12 10 83,33 2 16,67
Mestizas 17 11 64,71 6 35,29

TOTAL 43 28 65,12 15 34,88

Fuente: Investigacion directa
Elaborado por: El autor

En el cuadro nueve se puede apreciar que de los 43 pacientes analizadas en
diferentes razas, los mas susceptibles a adquirir la bacteria de campylobacter
sp, son los de raza pequefia que de 12 pacientes analizados 10 fueron
positivos lo que representa el 83.33 % y dos resultaron negativos que

representa el 16.67 %.



SUSCEPTIBILIDAD DE CAMPYLOBACTER SP. DE ACUERDO A LA
RAZA
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Figura 5.- Susceptibilidad de la bacteria campylobacter con respecto a la raza

de los pacientes.

4.2.3. Susceptibilidad de acuerdo a la edad.

Se determin6 tomando en consideracién los resultados del aislamiento y cultivo
de la bacteria con respecto a la edad de los pacientes sospechosos a
Campylobacter Sp. Los resultados se exponen en el cuadro 10 y se grafica en

la figura seis.

Cuadro 10. Susceptibilidad de la bacteria Campylobacter sp, de acuerdo a la

edad de los pacientes.

EDAD MUESTRAS POSITIVAS NEGATIVAS
ANALIZADAS NUMERO| % |NUMERO| %
De la 6 meses 23 18 78,26 8 21,74
De 6 meses a 1 afio 10 6 60,00 4 40,00
Mayores de 1 afio 10 4 40,00 3 60,00
TOTAL 43 28 65,12 15 34,88

Fuente: Investigacion directa
Elaborado por: El autor



En el cuadro 10 se puede apreciar que de todas las muestras analizadas en
cuanto a la edad de los pacientes, los mas susceptibles a adquirir la bacteria de
Campylobacter Sp, son los de 1 a 6 meses de edad, en este parametro se
analizo 23 pacientes de los cuelas 18 fueron positivos a campylobacter con un

porcentaje del 78.26 %.

SUSCEPTIBILIDAD DEL CAMPYLOBACTER SP. DE
ACUERDO A LA EDAD
100,00 +
78,26
w 80,00 -
< 60,00 60,00
£ 60,00 -
i 40,00 40,00
% 40,00 - 21,74 i POSITIVAS
e 20,00 - : i NEGATIVAS
0,00
De 1a 6 meses De 6 meses a 1 afilo Mayores de 1 afio
EDAD

Figura 6. Susceptibilidad de la bacteria Campylobacter sp, con respecto a la

edad de los pacientes.

4.3. SIGNOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD (PORCENTAJE).

Se realiz6 el diagnostico de la bacteria en todos los pacientes sospechosos a
Campylobacter sp, que presentaron diferentes signos de la enfermedad.
Ademas se tomo en cuenta el anamnesis de los pacientes para tener
conocimientos sobre los signos y sintomas que presentaron cada uno de los
pacientes. Los resultados se indican en el cuadro 11 y se representa en la

figura 7.



Cuadro 11. Diagnostico de Campylobacter sp, en pacientes con sintomas

caracteristicos de le enfermedad

SIGNOS MUESTRAS POSITIVAS NEGATIVAS
ANALIZADAS | NUMERO % NUMERO %
Anoréxicos 8 3 37,50 5 62,50
gastroentéricos 26 25 96,15 1 3,85
Neumonicos 9 0 0,00 9 100,00
TOTAL 43 28 65,12 15 34,88

Fuente: Investigacion directa
Elaborado por: El autor

En el cuadro 11 se demuestran los diferentes signos mediante los cuales los
pacientes fueron valorados a ingresar a la atencién médica. Es por ello que se
obtuvo de un nimero de 43 pacientes, ocho ingresaron con signos anoréxicos
de los cuales tres resulto positivo y cinco negativos. También se atendié nueve
pacientes que presentaron signos neuménicos de los cuales los nueve
resultaron negativos, cabe destacar que también se analizaron 26 muestras de
pacientes con problemas gastroentéricos de los cuales 25 dieron positivos a

campylobacter mientras uno dio negativo.

DIAGNOSTICO DE CAMPYLOBATER SP. EN PACIENTES
CON DIFERENTES SIGNOS

150,00
2 96,15 100,00
E 100,00 62,50
o 37,50
& 50,00 !
2 3,85 0,00 i POSITIVAS
0,00 i NEGATIVAS
Anorexicos gastroentéricos Neumonicos
PORCENTAIJE

Figura 7. Diagnostico de Campylobacter en pacientes con diferentes signos de

la enfermedad



4.4. COLORACION EN EL AGAR TCBS (PORCENTAJE).

Se determind tomando en cuenta los resultados de los cultivos con el agar
TCBS, con respecto a la coloracion que presentaron los cultivos positivos a
Campylobacter sp. Los resultados se exponen en el cuadro 12 y se grafica en

la figura ocho.

Cuadro 12. Coloracién en el Agar TCBS (agar tiosulfato citrato bilis sacarosa)

COLOR — MUESTRAS —
AMARILLO 28 65,12

VERDE 15 34,88

TOTAL 43 100,00

Fuente: Investigacion directa
Elaborado por: El autor

En el cuadro 12 se logra apreciar que de las 43 muestras que se analizaron, 28
presentaron un color amarillo, con un porcentaje del 65,12 %, las cuales dieron
positivas al diagndstico de campylobacter utilizando el agar TCBS; mientras
que las 15 restantes, presentaron un color verde, con un porcentaje del 34,88

% las cuales dieron negativo al diagndstico de campylobacter.

COLORACION EN EL AGAR TCBS

80,00 65,12
w -
2 60,00
Z 40,00 - 34,88 I AMARILLO
(@)
o
S 20,00 - ‘ 14 VERDE

0,00 : .

AMARILLO VERDE

Figura 8. Forma de coloracién en el Agar TCBS (agar tiosulfato citrato bilis

sacarosa)



5. DISCUSION

5.1. AISLAMIENTO DE LA BACTERIA (NUMERO).

Las muestras fueron analizadas utilizando el método de Filtracion en agar
TCBS con membrana de Nitrocelulosa de 0.45 micras, e incubadas por 72
horas en un medio microaerdfilo de 37°C a 42°C. De 43 muestras analizadas
en el laboratorio se obtuvo un total de 28 muestras positivas dando un
porcentaje de 65.12 %, y los 15 restantes de muestras dieron negativos con un

porcentaje del 34.88 %.

Con el método de filtracidon utilizado se logré aislar la bacteria y obtener un
cultivo puro de Campylobacter sp. sin necesidad de la adicion de antibioticos
inhibitorios de flora acompafnante, ya que el didmetro de los poros de la
membrana filtrante permite Unicamente el paso de bacterias como es el caso
de Campylobacter sp., separandolo del resto de bacterias de la flora
microbiana normal presente en las heces, que por su diametro no logran pasar

dicho filtro.

Actualmente es el método mas recomendado para el aislamiento de

Campylobacter sp.

Otros métodos de identificacion, se les realizo a todos los cultivos las pruebas
de TSIy SIM en los cuales se observd que dé los 43 cultivos sembrados en
estas pruebas un 65,12 % resultaron positivos, presentando una coloracion
negra en el fondo de los tubos y un 34,88 % no presentaron cambio alguno.

También se les realizo la prueba de catalasa a todas las muestras, dando como



resultado que de las 43 muestras 28, resultaron positivas a esta prueba y 15

negativas.

Las tres pruebas realizadas confirman el diagnéstico de la presencia de
Campylobacter sp. en perros con sintomatologia clinica de diarrea en la ciudad

de Loja.

5.2. SUSCEPTIBILIDAD DE ACUERDO A LA EDAD, RAZA Y SEXO

(PORCENTAJE).

5.2.1. Susceptibilidad de acuerdo a la Edad.

Con respecto a la susceptibilidad en cuanto a la edad de los pacientes, se llego
a determinar que los animales que se encuentran entre uno a seis meses de
edad son mas susceptibles a contraer la enfermedad con un 78,26 %; este
resultado tiene congruencia con un estudio realizado por Ettinger, SJ. Y
Feldman, EC. (2002) que dice que los perros y gatos jovenes menores de seis
meses de edad parecen ser mas susceptibles a la infeccién y a presentar la
enfermedad clinica. Al parecer es mas probable que los cachorros y los gatitos
adquieran la bacteria y muestren la enfermedad clinica por la falta de
exposiciéon y formacion de anticuerpo protector, esto se debe a que los
anticuerpos maternos tienen una duracion hasta los tres meses de edad luego
de ello disminuyen progresivamente por lo que el animal queda a expensas a
adquirir la enfermedad, a mas que es posible que otros patdgenos entéricos
como parvovirus, coronavirus y salmonella tengan un efecto sinérgico con
Campylobacter sp, de ahi la importancia de inmunizar a los animales para la

prevenir estas enfermedades.



5.2.2. Susceptibilidad de acuerdo a la Raza.

Con respecto a la raza de los pacientes se llegé a determinar que los mas
susceptibles a adquirir la bacteria de campylobacter sp son los de razas
pequefias con un 83.33 %, esto se debe a que ellos en su mayoria estan
expuestos a diversos factores como son: mala alimentacion, manejo
inadecuado, estrés ambiental, y fisiolégico, a mas de que la mayor parte de
estos no son inmunizados ni mucho menos desparasitados, ya que como se
sabe que la transmisién de pardsitos de la progenitora a sus cachorros se
produce con anterioridad al parto o a través de la lactancia, por lo que

inmunoloégicamente estan propensos ante cualquier desafio de campo.

5.2.3. Susceptibilidad de acuerdo al Sexo.

En cuanto al sexo de los pacientes se obtuvo 26 pacientes de sexo machoy 17
pacientes de sexo hembra de los cuales se llego a determinar que los primeros
ocupan el 65,38 % del total de las muestras, esta prevalencia no es muy
significativa, debido a que los pacientes de sexo hembra obtuvieron un
porcentaje del 64,71 %. En si el sexo no constituye en un factor de relevancia
con respecto a adquirir la enfermedad de Campylobacter sp.; ya que la mayoria
de estos estan expuestos a las mismas condiciones de cuidado, alimentacién,

etc.

5.3. SIGNOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD (PORCENTAJE).

En cuanto al diagnostico de los signos de la enfermedad, de los 43 pacientes

gue ingresaron a atencion meédica, 26 ingresaron exclusivamente con signos



gastroentéricos (Diarrea), a los cuales se les realiz6 el diagnéstico de
Campylobacter Sp, mediante el cultivo en Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-
Sacarosa) utilizando membrana de Nitrocelulosa, resultando 25 casos positivos
y un caso negativo, por lo que se deduce que el principal sintoma de esta
enfermedad es la Diarrea, esto se debe a que el principal mecanismo de
patogenicidad de la bacteria de Campylobacter Sp, es la invasion de la mucosa
intestinal a nivel del intestino delgado y el colon en forma similar a otras
enfermedades como lo es Salmonella y Shigella, interfiriendo la absorcion
intestinal provocando una disminucion de la absorcion de agua y electrolitos
por las vellosidades del epitelio y aumentando la secrecién de éstos por las
criptas, el volumen que llega al intestino grueso supera la capacidad de

absorcion de éste, con lo que se produce la diarrea.

Puede que algunos de los animales padezcan Campylobacteriosis sin tener
ningun sintoma diarreico confirmando lo que dijo Morgan, RV. (1999), que
pueden haber animales infectados que eliminan el germen en las heces y no

presentan sintomatologia clinica de diarrea.

También se atendié a ocho pacientes con sintoma de anorexia resultando tres
pacientes positivos y cinco negativos, este sintoma se debe a que el
campylobacter sp, muchas de las veces al ser ingerido produce endotoxinas en
contacto con el asido gastrico, provocando espasmos e inflamacion estomacal

impidiendo que el animal coma por el dolor provocado.

Ademas se atendié a nueve pacientes con sintomas neumonicos, de los

cuales su totalidad resulté negativa al diagnéstico de campylobacter sp.



5.4. COLORACION EN EL AGAR TCBS (PORCENTAJE).

En cuanto a la coloracion en el Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa),
de las 43 muestras que fueron sembradas durante 72 horas a una temperatura
de 42°C, 28 presentaron colonias de tamafio mediano, planas, de textura
cremosa y de un color amarillo, significando un 65,12 % esto se debe a la
accion de la sacarosa, ya que esta es fermentada por accién del
campylobacter, mientras que las 15 restantes presentaron una coloracion verde

dando un 34,88 %.

De esta manera al haber hecho este estudio aislado Campylobacter sp. en
perros de la ciudad utilizando un método de diagndstico accesible y efectivo, es
un hallazgo de gran importancia en la Medicina Veterinaria ya que podria

incluirse dentro del diagnostico como causante de diarrea en mascotas.



6. CONCLUSIONES

Se determin6 que de las 43 muestras analizadas, 28 resultaron positivas
al diagnéstico de Campylobacter sp. con un porcentaje del 65,12%.

Los individuos mas jovenes son mas propensos a adquirir la enfermedad

Los pacientes de raza pequefia, presentaron mayor susceptibilidad a

adquirir la enfermedad.

El sexo de los pacientes no estd asociada con la presencia de

Campylobacter sp.

La presencia de diarrea clinica result6 como principal sintoma de la

enfermedad de Campylobacteriosis.

En ocasiones la ausencia del sintoma de diarrea, no indica que el

paciente esté libre de Campylobacter sp.

El método de Filtracibn en agar TCBS utilizando la membrana de
Nitrocelulosa de 0.45 micras. logra un cultivo puro de Campylobacter sp.
sin necesidad de la adicion de antibiéticos inhibitorios de flora

acompafante.



7. RECOMENDACIONES

Incluir el aislamiento de Campylobacter sp. en las pruebas
bacteriologicas de rutina en el Laboratorio de Diagndstico Veterinario de
la CMVZ - UNL.

Implementar el método de Filtracion en Agar TCBS utilizando membrana
de Nitrocelulosa para el aislamiento de Campylobacter sp, ya que evita

la utilizacion de medios de cultivo y suplementos especiales.

A los Médicos Veterinarios que atienden clinica de especies menores, se
recomienda consideren al Campylobacter sp. como causante de diarrea

en las mascotas.

Desparasitar e inmunizar a sus mascotas contra enfermedades
especialmente parvovirus y coronavirus ya que estas pueden favorecer

a la infeccién por Campylobacter sp.

Proporcionarle a su mascota un buen manejo y cuidado adecuado
diario, ya que muchos de los casos que presentaron la enfermedad

carecen de estos, especialmente en la alimentacion.

Considerar las medidas de bioseguridad adecuadas con el manejo de

mascotas por parte de sus duefos.
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9. ANEXOS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES RENOVABLES

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

PROYECTO DE TESIS: DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE
CAMPYLOBACTER SP. EN PERROS CON SINTOMATOLOGIA CLINICA DE
DIARREA EN LAS CLINICAS VETERINARIAS DE LA CIUDAD DE LOJA

HOJA CLINICA N°

l. REFERENCIAS:

Il IDENTIFICACION DEL PACIENTE:

Il. ANAMNESISI:

Desparasitado ( ) Vacunado ( )



V. EXAMEN FiSICO GENERAL:

1. Constantes Fisioldgicas:
o Temperatura:...........ccoooiiiiiiiiinnns
o Frecuencia Respiratoria:....................
. Frecuencia Cardiaca:.............ccoeeee....
2 Otros
SN OMIAS e n————-
\Y; PRESUNCION DIAGNOSTICA CLINICA

VI. EXAMEN DE LABORATORIO:

Examen de HeCes FECaAleS. ... eeeeeeeeeeesenssesssssnnsnnnnes

VII. RESULTADOS DE LABORATORIO:

DIRECTORA DE TESIS TESISTA
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AREA AGROPECUARIA 'Y DE RECURSOS NATURALES RENOVABLES
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TESIS: “DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER
SP. EN PERROS CON SINTOMATOLOGIA CLINICA DE DIARREA
EN LAS CLINICAS VETERINARIAS DE LA CIUDAD DE LOJA'Y EL

HOSPITAL DOCENTE VETERINARIO DE LA UNL.”

FOTOS DE LA REALIZACION DE LA TESIS

Foto 1 y 2.- Material utilizado en laboratorio para el diagnostico de

Campylobacter.



Foto 3y 4.- Agar TCBC listo para incubar, pruebas TSIy SIM

Foto 5.- Cultivo de Campylobacter sp, Positivo y Negativo



Foto 6 y 7.- Placas tefiidas con Coloracion de Gram y Observacion de las

Placas en el Microscopio

Foto 8.- Imagenes de la bacteria de Campylobacter observadas en

Microscopio

el



Foto 9.- Campylobacter sp, en forma de espiral y ala de gaviota

Foto 10y 11.- Prueba de Catalasa positiva y negativa



Fotos 12 y 13.- Pruebas TSI y SIM Positivas y Negativas



