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RESUMEN

Campylobacter jejuni (Jones et al. 1931) Véron and Chatelain 1973, es la primera
causa de diarrea bacteriana en el mundo. La técnica de serotipificacién desarrollada
por Penner es el gold estandar para la tipificacion de este microorganismo, siendo
la capsula polisacarida (CPS) el principal serodeterminante. La CPS es uno de los
principales factores de virulencia de C. jejuniy uno de los mas estudiados; se sabe
que la CPS se encuentra asociada al sindrome de Guillain — Barré (SGB) y puede
ser considerada un biomarcador de éste. Ademas, una vacuna conjugada capsular
se encuentra en desarrollo y requiere la determinacion de su valencia. En la
actualidad la distribucion de los tipos capsulares circulantes en el mundo se
encuentra pobremente descrita. El objetivo de este estudio fue determinar las
frecuencias de los tipos capsulares circulantes en Peru y compararlos con las
frecuencias observadas a nivel mundial; ademas, se evalué la relacion de las
capsulas con la edad, sintomatologia y lugar de estudio. Se utilizé un PCR multiple
para detectar los tipos capsulares en aislamientos de C. jejuni de muestras
diarréicas y no diarréicas de dos poblaciones pediatricas, una del PP.JJ. Pampas
de San Juan de Miraflores, Lima, y otra de la Comunidad Santa Clara de Nanay,
Loreto, Peru. Los resultados mostraron que los tipos capsulares complejo HS4 (12,3
%), complejo HS3 (10,8 %), HS15 (8,7 %), HS41 (5,6 %), HS10 (5,4 %), complejo
HS8/17 (5,2 %) y HS2 (5 %) fueron los mas prevalentes. No se observaron
diferencias significativas entre las frecuencias en Peru y a nivel mundial de los tipos
capsulares complejo HS1/44, HS2, complejo HS4 y complejo HS23/36, no asi con
los tipos capsulares complejo HS3 (p < 0,001), HS15 (p < 0,001) y HS53 (p = 0,018).
No se observaron diferencias estadisticas significativas entre las proporciones de
tipos capsulares observadas en sintomatologia, lugar de estudio ni edad de los
participantes, no obstante, se observdé un mayor riesgo de infeccion por el tipo
capsular HS15 en funcién de la edad. El 85 % de los participantes tuvieron
reinfecciones con distintos tipos de CPS, lo cual sugiere que las CPS podrian
conferir un cierto nivel de inmunidad protectora homoéloga. Se necesita llevar a cabo
mas estudios para contribuir al conocimiento sobre la distribucién de los tipos
capsulares que permitan determinar sus frecuencias en nuestra region, determinar
qué tipos capsulares asociados al SGB se encuentran circulando en la sociedad y
llevar a cabo estudios epidemiolégicos que permitan tomar las acciones preventivas
pertinentes ante este microorganismo.

Palabras clave: Campylobacter jejuni, tipos capsulares, sintomaticos,
asintomaticos, Peru.
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ABSTRACT

Campylobacter jejuni (Jones et al. 1931) Véron and Chatelain 1973, is the leading
cause of bacterial diarrhea worldwide. The serotyping technique developed by
Penner is the gold standard for typing this microorganism, being the capsule
polysaccharide (CPS) the main serodeterminant. The CPS is one of the most
important virulence factors of C. jejuni, and one of the most studied. It is known that
the CPS is associated to the Guillain-Barré syndrome (GBS), and it can be
considered as a biomarker. In addition, a capsular conjugated vaccine is under
development and the determination of its valency is required. Currently, the world
distribution of capsular types is poorly described. The aim of this study is to
determine the frequencies of the circulating capsular types in Peru, and whether
these differ from the global frequencies. In addition, the relationship of the capsules
with age, symptoms and study site was evaluated. A multiplex PCR was employed
to detect the circulating capsular types from C. jejuni isolates from diarrheic and
non-diarrheic samples obtained in two pediatric communities studies conducted in
Pampas de San Juan de Miraflores, Lima, and Santa Clara de Nanay, Loreto, Peru.
Results shown that the most prevalent capsular types were HS4 complex (12,3 %),
HS3 complex (10,8 %), HS15 (8,7 %), HS41 (5,6 %), HS10 (5,4 %), HS8/17 complex
(5,2 %), and HS2 (5 %). No significant differences were observed between the
frequencies in Peru and worldwide of the capsular types HS1/44, HS2, HS4 complex
and HS23 / 36 complex, not so with the HS3 complex capsular types (p < 0,001),
HS15 (p < 0,001) and HS53 (p = 0,018). No statistically significant differences were
observed between the proportions of capsular types observed in symptoms, place
of study or age of the participants, however, an increased risk of infection by
capsular type HS15 was observed as a function of age. 85% of participants had
reinfections with different types of CPS, suggesting that CPS may confer a certain
level of homologous protective immunity. More studies are needed to contribute to
knowledge about the distribution of capsular types that allow determining their
frequencies in our region, determine which capsular types associated with GBS are
circulating in society, and carry out epidemiological studies that allow taking the

pertinent preventive actions against this microorganism.
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INTRODUCCION

El patégeno transmitido por alimentos, Campylobacter jejuni (Jones et
al. 1931) Véron and Chatelain 1973, es la principal causa de diarrea bacteriana en
el mundo (Havelaar et al., 2015), ademas de ser responsable de sindromes
neurologicos post infecciosos; como el SGB y el sindrome de Miller-Fisher (Nyati y
Nyati, 2013); también se encuentra asociado a la artritis reactiva (Pope et al., 2007),
desnutricion (Schnee y Petri, 2017) y retraso del crecimiento en nifios (Lee et al.,
2012); asi como otras secuelas patologicas. Las aves de corral son el principal
reservorio de este microorganismo, el consumo de carne, agua o leche
contaminada constituyen la primera fuente de infeccion en humanos (Skarp et al.,
2016). C. jejuni afecta tanto a paises desarrollados y paises en vias de desarrollo,
siendo estos ultimos endémicos de este microorganismo, con prevalencias que
pueden alcanzar hasta el 60% de la poblacion (Coker et al., 2002; Kaakoush et al.,
2015). Sorprendentemente, es relativamente muy poco lo que se conoce sobre este

microorganismo.

C. jejuni es un bacilo curvo nutricionalmente exigente y, si lo comparamos
con patdgenos entéricos clasicos, con necesidades especiales de crecimiento
(Hofreuter, 2014). Esta caracteristica ha sido una gran limitante para su estudio,
sobre todo en aquellos paises que no cuentan con la infraestructura y condiciones
necesarias para su cultivo y aislamiento. Esto ha conllevado a que las estimaciones
reales sobre la prevalencia de este patégeno se encuentren muy por debajo de las
reportadas (Platts-Mills y Kosek, 2014).

Diversos estudios de gendmica, transcriptomica y proteémica han revelado
la ausencia de factores de virulencia comunes a otros enteropatégenos como
Salmonella sp. o Escherichia coli Castellani y Chalmers, 1919. La pato-
adaptabilidad metabdlica de C. jejuni es crucial para su supervivencia en diversos
hospederos y en varios ambientes estresantes para este microorganismo (Burnham
y Hendrixson, 2018; Crofts et al., 2018; Gao et al., 2017). También se han descrito
extensamente diversas estructuras de superficie que son esenciales para la
colonizacion de diversos hospederos y que se encuentran codificadas por regiones

gendmicas altamente variables, lo que les brinda caracteristicas que les permite



evadir eficientemente la respuesta inmune del hospedero (Burnham y Hendrixson,
2018).

La capsula polisacarida (CPS) se encuentra entre las estructuras de
superficie mas estudias de C. jejuni (Guerry et al., 2012) y es el principal
serodeterminante del esquema de serotipificacién de Penner, que incluye 47 tipos
capsulares termoestables denominados HS (del inglés, Heat Stable) (Penner y
Hennessy, 1980; Penner et al., 1983). Esta estructura es altamente variable debido
a la extensa transferencia horizontal de genes de la regibn cromosomica
responsable de la biosintesis y ensamblaje de azucares (Karlyshev et al., 2005),
ademas de poseer regiones repetitivas ricas en nucledtidos de guanina (G) y
citosina (C), lo que ocasiona mutaciones por corrido del marco de lectura (Parkhill
et al., 2000). Adicionalmente, moléculas de naturaleza no glucosidica se unen
variablemente a la CPS modulando su antigenicidad (McNally et al., 2007). Cabe
resaltar que esta molécula posee propiedades antigénicas y que viene siendo
utilizada, conjugada a una proteina derivada de la toxina diftérica, en una vacuna
que ha demostrado tener capacidad de generar proteccién en desafios homologos
y heterdlogos en un modelo animal primate no-humano, Aotus nancymaae
Hershkovitz, 1983 (Aotidae) (Maue et al., 2014).

El esquema de serotipificacién de Penner para la determinacion de los tipos
capsulares circulantes ha sido empleado principalmente en laboratorios de
referencia de paises desarrollados, existen pocos reportes e informacion al
respecto en paises en vias de desarrollo (Pike et al., 2013). En América del Sur no
existen reportes sobre los tipos capsulares circulantes (Pike et al., 2013). Esta
diferencia se debe a la complejidad de la prueba y, consecuentemente, la falta de
personal entrenado para llevarla a cabo, asi como la necesidad de reactivos

especiales para realizar el ensayo.

Recientemente se ha desarrollado una reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) multiple que permite detectar genes conservados
especificos a cada tipo capsular, segun el esquema de serotipificacion de Penner
(Poly et al., 2011, 2015). Esto facilita enormemente la identificacién de los tipos
capsulares, reduce la complejidad de la prueba y elimina la necesidad de adquirir
reactivos especializados para la serotipificacion. El presente trabajo utiliza la PCR
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multiple para determinar los tipos capsulares circulantes en dos regiones
endémicas con pobres sistemas sanitarios, contacto directo con animales de corral,

pero con distinta ubicacion geografica.

Il. ANTECEDENTES

2.1 Campylobacter

El género Campylobacter (Campylobacteraceae) comprende 33 especies de
bacterias comensales de animales, algunas de las cuales son patdgenos de
humanos y de animales (Fitzgerald, 2015; Parte, 2018). Es probable que la primera
descripcion de estos microorganismos la haya realizado Theodor Escherich en
1886 en muestras diarreicas de nifos que murieron de una enfermedad
denominada “cholera infantum” (Butzler, 2004). Sin embargo, no fue hasta 1970 en
que se logré cultivar por primera vez a estos microorganismos utilizando técnicas
aplicadas en microbiologia veterinaria (Butzler et al., 1973; Dekeyser et al., 1972).
Posteriormente, el desarrollo de un medio base selectivo (Skirrow, 1977) permitid
la descripcion, caracterizacion y clasificacion taxonémica de estos microorganismos
(Debruyne et al., 2008). En la actualidad C. jejuni es la especie mas estudiada de
este género por ser considerado un importante patégeno humano (Burnham y
Hendrixson, 2018).

Microbiologia

Campylobacter jejuni (Jones et al., 1931) Véron & Chatelain, 1973 pertenece
a la clase Epsilonproteobacteria Garrity et al. 2006, orden Campylobacterales
Garrity et al. 2006, que a su vez comprende a las familias Arcobacteraceae Waite et
al. 2020; Campylobacteraceae Vandamme  and  De Ley 1991 e
Helicobacteraceae Garrity et al. 2006. La familia Campylobacteraceae agrupa a los
géneros Campylobacter Sebald and Véron 1963 y Sulforospirillum Schumacher et
al. 1993 (Parte, 2018).

Las especies del género Campylobacter son bacterias pequenas, curvas o
espiraladas y de gran motilidad (On et al., 2017), Gram-negativas, no fermentadoras
de azucares y con un contenido de G + C de 28-30% (Debruyne et al., 2008). C.
Jejuni tiene un tamafno de 0,2 a 0,8 um de ancho y 0,5 a 5 ym de longitud, posee 1

o 2 flagelos polares que le brindan su tipico movimiento de sacacorcho (Debruyne


https://lpsn.dsmz.de/family/arcobacteraceae
https://lpsn.dsmz.de/family/arcobacteraceae
https://lpsn.dsmz.de/family/campylobacteraceae
https://lpsn.dsmz.de/family/helicobacteraceae

et al., 2008). Su estructura espiralada caracteristica y los flagelos polares le
permiten movilizarse a través de la mucosa intestinal y colonizar efectivamente a
su hospedero (Ferrero y Lee, 1988; Shigematsu et al., 1998; Szymanski et al.,
1995). Se ha observado que mutantes defectivos en Pgl1, una endopeptidasa que
se encarga del clivaje de los componentes de la pared celular, tienen forma recta y
son deficientes en moverse a través de la mucosa intestinal y, por consiguiente, de
colonizar a su hospedero (Frirdich et al., 2012; Stahl et al., 2016).

C. jejuni tiene la capacidad de producir una gran cantidad y diversidad de
azucares (Burnham y Hendrixson, 2018), no obstante, no es capaz de utilizarlas
como fuente de energia (Sebald y Veron, 1963), su principal fuente de carbono son
los aminoacidos (Hofreuter, 2014), por lo que no puede ser aislado con medios
convencionales de aislamiento de enteropatégenos (Butzler, 2004). Este
microorganismo es termotolerante (Levin, 2007), su temperatura O6ptima de
crecimiento es de 42 °C pero también crece bien a 37 °C (Butzler et al., 1973;
Dekeyser et al., 1972; Skirrow, 1977). Se ha observado que C. jejuni continua
multiplicandose, aunque lentamente, hasta una temperatura de 30 °C, temperatura
por debajo de la cual no se reproduce (Hazeleger et al., 1998). Este microorganismo
sobrevive mejor a 4 °C que a 25 °C, en diferentes condiciones, hasta por 5 semanas
(Blaser et al., 1980). Cuando la condiciones para el microorganismo no son
favorables, este enteropatdégeno entra en una fase denominada “viable no-
cultivable”, en la cual adquiere una forma cocoide y pierde los flagelos polares
(Rollins y Colwell, 1986), aunque esta asociacion no se encuentra del todo
esclarecida (Ikeda y Karlyshev, 2012). La Tabla 1 resume las caracteristicas de

aislamiento e identificacion de C. jejuni.

Este patégeno es microaerdfilo, esto significa que requiere una
concentracion de oxigeno por debajo de la concentracion atmosférica. Esta
caracteristica es un arma de doble filo para C. jejuni, por un lado este
microorganismo requiere de oxigeno para multiplicarse, por otra parte, tiene un
grupo de proteinas sensibles al oxigeno que son clave en su metabolismo (Kelly,
2008). En condiciones Optimas para su aislamiento, este microorganismo requiere
85 % de CO2, 10 % de N2y 5 % de O (Bolton y Coates, 1983), aunque estas

condiciones no son las que normalmente afronta durante su ciclo de vida (Kelly,



2008). Su dependencia de oxigeno se explica por la sintesis de ADN (acido
desoxirribonucleico) dependiente de oxigeno (Sellars et al., 2002), sin embargo,
posee varias enzimas que contienen complejos de hierro-azufre en su nucleo
catalizador que son sensibles al oxigeno (Stahl et al., 2012; Velayudhan et al.,
2004). Para contrarrestar el efecto nocivo del oxigeno sobre el metabolismo del
patogeno, C. jejuni produce 2 hemeritrinas que protegen a estas enzimas (Kendall
et al., 2014). Este microorganismo puede utilizar formiato, hidroégeno, lactato,
succinato, gluconato y 2-oxoglutarato como donadores de electrones y al oxigeno,
fumarato, nitrato, nitrito y DMSO (dimetilsulféxido)como aceptores de electrones
(Sellars et al., 2002). Debido a la variedad de nichos que utiliza C. jejuni es que ha
desarrollado diversos sistemas que le permiten sobrevivir a diversos ambientes
(Szymanski y Gaynor, 2012). Por ejemplo, se ha reportado que tiene la capacidad
de respirar lactato mediante el uso de dos enzimas lactato deshidrogenasa, algo
inusual en un microorganismo (Thomas et al., 2010), y de utilizar un sistema de
respiracion de sulfito, mediante una enzima sulfito-citocromo C oxidorreductasa
(Myers y Kelly, 2005).

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de C. jejuni basadas en Levin (2007).

Gram-negativo Utilizacion de citrato

Crecimiento a 42 °C Utilizacion de succinato
Microaerofilico Reduccién de nitratos a nitritos (+)
Produccién de catalasa (+) Produccién de ADNasa (+)
Produccion de ureasa (+) Resistente a la cefalotina
Utilizacion de hipurato (+) Citocromo oxidasa (+)

Sensible al acido nalidixico No crece por debajo los 30 °C

No fermenta ni oxida carbohidratos No crece con 3,5% de NaCl
Produccion de fosfatasa alcalina Produccion de H2S (-)




C. jejuni no tiene la capacidad de metabolizar carbohidratos, no obstante
produce una gran variedad y cantidad de éstos; mediante reacciones anapleraticas,
lleva a cabo la gluconeogénesis a partir de la carboxilacion piruvato a oxaloacetato
y la carboxilacién de este a fosfoenolpiruvato por la enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa PckA (Velayudhan y Kelly, 2002), indispensable para la biosintesis
de azucares que conforman la capsula (Karlyshev et al., 2000), lipooligosacaridos
(Michael et al., 2002) y la N- (Young et al., 2002) y O-glicosilacién de proteinas
(Thibault et al., 2001).

Debido a la incapacidad de este microorganismo de utilizar carbohidratos
como fuente principal de energia (Parkhill et al., 2000), C. jejuni utiliza aminoacidos
e intermediarios de los acidos tricarboxilicos como principales fuentes de energia
(Leach et al., 1997; Leon-Kempis et al., 2006; Velayudhan et al., 2004). Este
enteropatégeno  metaboliza serina, aspartato, glutamato y prolina,
preferencialmente en ese orden (Wright et al., 2009), aminoacidos que se
encuentran en elevadas concentraciones en las heces de los pollos (Stahl et al.,
2012). Ademas, se ha observado una diferencia quimiotactica hacia determinados
aminodacidos en funcién a temperaturas de 37 y 42 °C (Baserisalehi y Bahador,
2011). Asi mismo, su capacidad colonizadora depende de su capacidad de

metabolizar nutrientes especificos (Hofreuter et al., 2008).

Capsulas polisacaridas

Las CPSs son estructuras que recubren la superficie celular bacteriana.
Estas estructuras se encuentran compuestas de unidades repetitivas de azucares
unidas entre si; a su vez, estas unidades repetitivas forman un polimero que se
encuentra unido a la membrana bacteriana a través de un ancla lipidica (Roberts,
1996). Las CPSs son estructuras altamente variables como resultado de la
diversidad de azucares que la componen, la forma en la que éstas se unen entre
si, la cantidad de azucares que componen la unidad repetitiva y la presencia de

diversas moléculas que la decoran (Willis y Whitfield, 2013).

Descubrimiento de la capsula polisacarida de C. jejuni
El sistema de serotipificacion de antigenos termoestables desarrollado por
Penner y Hennessy en 1980 (Penner y Hennessy, 1980) es una técnica

ampliamente utilizada para caracterizar aislamientos de C. jejuni (Preston y Penner,
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1987). Sin embargo, la estructura genética y bioquimica del componente
serodeterminante del sistema de Penner se mantuvo en la oscuridad por alrededor
de dos décadas. Inicialmente se creyd que el serodeterminante principal, una
molécula de elevado peso molecular (HMW, del inglés High Molecular Weight), era
un lipopolisacarido (LPS), por lo que la literatura de la época los denomino
comunmente como “antigenos O” (Preston y Penner, 1987). So6lo un estudio sugirio
que una estructura capsular era el principal serodeterminante del sistema de
tipificacion de Penner (Chart et al., 1996). No obstante, no se realizaron estudios

genéticos ni bioquimicos adicionales.

La primera evidencia de la presencia de la CPS se obtuvo como resultado
del secuenciamiento del genoma de C. jejuni 11168. El analisis gendmico reveld la
presencia de un operon de biosintesis capsular similar a los grupos Il y Il del
esquema de clasificacion de E. coli. El loci comprende los genes Cj1413c al
Cj1448c, en él se pueden observar tres regiones de genes putativos: las regiones
1y 3, encargadas de ensamblaje y transporte de CPSs, y la regidn 2 responsable
de la biosintesis del polimero (Parkhill et al., 2000). Se llevaron a cabo diversos
estudios genéticos y bioquimicos para determinar las funciones de los genes
putativos (Bacon et al., 2001; Karlyshev et al., 2000). El analisis de las secuencias
de los genes Cj1448c y Cj1447c reveld una similitud a los genes KpsM y KpsT,
respectivamente. Corriente abajo a los genes Cj1448c y Cj1447c se identificaron 3
marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame), los genes
Cj1445c, Cj1444 y Cj1443, con similaridad significativa a los genes KpsE, KpsD y
KpsF, respectivamente. Seguido a una region de 34 ORFs corriente abajo,
contiguos al gen KpsF, se encontré a 2 ORFs en tandem, Cj1414c y Cj1413c, con
una similaridad significativa a los genes KpsC y KpsS (Karlyshev et al., 2000).
Estudios de mutagénesis en los genes KpsM (Cj1448c), KpsC (Cj1414c) y KpsS
(Cj1413c) fallaron en la produccion del polimero y fueron negativos al esquema de
tipificacion de Penner, sumado a la sensibilidad a un ensayo de fosfolipasa, todo
indicaba que la HMW, se trataba de una capsula polisacarida (Karlyshev et al.,
2000; Preston y Penner, 1987). Ademas, el analisis post gendmico revel6 la
presencia de seis transferasas putativas de azucares y tres genes putativos de
biosintesis de aminoacidos con funciones responsables de la conformacion de la

estructura capsular (Wren et al., 2001).



Estudios posteriores confirmaron la presencia de la capsula mediante
observacion al microscopio electrénico (Karlyshev et al., 2001) y analisis de su
composicion bioquimica mediante resonancia magnética nuclear (NMR, del inglés
Nuclear Magnetic Resonance) espectroscopica de giro de angulo magico (MAS, del
inglés Magic Angle Spinning), asi como la presencia de moléculas adicionales que
la decoran (Michael et al., 2002) y que son responsables de la variacion de fase
(Bacon et al., 2001). Como resultado, se determin6 que las HMWs se trataban de
un capsula polisacarida, principal serodeterminante del esquema de serotipificacion
de Penner (Bacon et al., 2001).

Funciones de las CPS

Las CPS son estructuras de superficie y por lo tanto interactuan directamente
con el medio en el que se encuentra la bacteria. Diversos estudios han demostrado
el rol que cumple esta estructura frente al sistema inmunitario, el papel clave en la
virulencia, asi como la resistencia a antibiéticos. La determinacion de los genes que
codifican la biosintesis y ensamblaje de las CPS y los estudios bioquimicos sobre
la estructura de este antigeno de superficie han contribuido en elucidar sus diversas
funciones biolégicas. Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares

precisos de la patogénesis mediada por esta estructura.

La expresion de las CPS parece estar influenciada por el medio en el que se
encuentra el microorganismo (Corcionivoschi et al., 2009). Estudios de
mutagénesis en C. jejuni 81-176 han demostrado que aquellos microorganismos
deficientes en la produccion de capsula son sensibles al suero humano, tienen un
reduccion significativa en la invasion de la linea celular INT-407 y su virulencia se
ve disminuida en hurones (Bacon et al., 2001). Reduccion en la adhesion e
invasividad también han sido reportadas en células epiteliales por mutantes
deficientes en la produccion de capsulas (Bachtiar et al.,, 2007). Maue vy
colaboradores reportaron hallazgos similares en mutantes deficientes en la
produccion del O-metil-fosforamidato (MeOPN) (Maue et al., 2013), una estructura
que se une a la CPS de algunos serotipos y que contribuye a la serodeterminacion
(McNally et al., 2007). Es posible que estas modificaciones en las heptosas jueguen
un rol clave en la virulencia mediada por la capsula de este patéogeno (van Alphen
etal., 2014; Pequegnat et al., 2017; Wong et al., 2015). En la investigacion realizada



por Maue y colaboradores, se observé una reduccion en los niveles de invasividad
en un modelo murino y sensibilidad al suero humano, en niveles similares a los
observados en mutantes deficientes en la produccion de CPS (Maue et al., 2013).
También se ha observado un incremento en células CD4* que expresan IL-17 en
modelos murinos en los dias 7 y 21 después de la infeccidn, en comparacién de los
mutantes CPS deficientes, evitando la opsonizacion y evasion de la fagocitosis
(Willis y Whitfield, 2013). Cabe resaltar que se han identificado diferencias en la
respuesta inmune en distintos hospederos (Kim et al., 2018). Recientemente se
reportaron numerosos casos de abortos en ovejas por un clon altamente virulento
denominado SA (del inglés, Sheep Abortion) en los Estados Unidos. La generacion
de mutantes deficientes en la produccion de CPS develaron el rol patogénico
fundamental que cumple esta estructura en inducir abortos y bacteriemia en ovejas
y cobayos. El analisis del locus revelo la presencia de un mosaico de genes
correspondientes a los tipos capsulares HS1,8, complejo capsular HS4, HS17 y el

locus de una cepa no tipificable (Sahin et al., 2017).

El rol de las CPS no se limita a la virulencia de C. jejuni, sino que contribuye
a la supervivencia de este microorganismo en diversos ambientes. Estudios
recientes que evaluan el rol que cumplen los diversos polisacaridos que recubren
la superficie del microorganismo en la formacion de biopeliculas, han demostrado
que la CPS cumple un rol significativo en este proceso. De esta forma, las CPS
contribuirian con la proteccion ante medio ambientes hostiles y el efecto téxico del
oxigeno en C. jejuni (Joshua et al., 2006; Pascoe et al., 2015). Aunque la capsula
no tiene un rol directo en la resistencia a antibidticos (Jeon et al., 2009; Keo et al.,
2011), es posible que esta estructura contribuya al incremento de las frecuencias
de transformacion y, de esta manera, contribuir al desarrollo de la resistencia a

antibidticos mediada por ADN foraneo (Jeon et al., 2009).

Tipos, genética y biosintesis

En C. jejuni la organizacion del operdn de biosintesis capsular, similar a los
grupos Il y lll de E. coli, involucra a genes de transporte (Regién 1), seguida a otra
region de biosintesis de azucares que conforman la capsula (Region 2) y una region

de ensamblaje de azucares (Region 3) (Figura 1y 2).



En la regidn 1 encontramos a los genes KpsMTEDF (Karlyshev et al., 2000).
Los estudios realizados en E. coli muestran que KpsM es una proteina integral de
membrana muy conservada, esta proteina se encuentra formada por 6 dominios
intermembranales, normalmente se encuentra unida a otra proteina idéntica,
formando asi un dimero (Willis y Whitfield, 2013). Estudios de cristalografia de la
estructura del dimero muestran un canal formado por los dominios
intermembranales por el cual atraviesan los polimeros (Willis y Whitfield, 2013). No
se han realizado estudios sobre la estructura de KpsM en C. jejuni, sin embargo, el
analisis de la secuencia del gen predice 6 dominios intermembranales (Karlyshev
et al., 2000). El dimero formado por KpsM se encuentra asociado a la proteina con
dominio de union a un nucledtido (NBD, del inglés Nucleotide Binding Protein), con
la cual forman el casete de union a ATP (adenosin trifosfato), denominado también
sistema de transporte ABC (del inglés, ATP-Binding Cassette) (Willis y Whitfield,
2013).

Las proteinas KpsE y KpsD formarian la proteina externa de exportacion del
polisacarido (OPX, del inglés Outer-membrane Polysaccharide export). Todas estas
proteinas juntas, KpsMTED, formarian un complejo transmembranal (Whitfield,
2013; Willis y Whitfield, 2013). Una vez ensamblado en el citoplasma bacteriano, la
estructura macromolecular seria translocada por KpsM mediante la ayuda de la
proteina que cataliza esta accidn mediante la hidrolisis de ATP, KpsT. Las proteinas
KpsC y KpsS, de acuerdo a su secuencia nucleotidica, son proteinas
citoplasmaticas que, segun un modelo reciente, catalizan la union del residuo
repetitivo al ancla fosfolipidica mediante un residuo dipalmitoyl-glicerofosfato
(Corcoran et al., 2006).

% % 4 % % 4 %
22 o RN % e %o s
Cj1448c Cj1447c Cj1445¢c Cj1443c Cj1443c Genes de biosintesis de azucares Cj1414c Cj1413c
Region 1 Regioén 2 Region 3

Figura 1.0rganizacion del operdn de biosintesis capsular en C. jejuni 11168 (HS2).
La orientacion de las flechas indica direccion de lectura de los genes. Los nombres
de los genes se encuentran en cada flecha y sus respectivos productos sobre cada
flecha.
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En relacion a la expresidn de las CPS, tanto en la region 1 y 2 del operdn de
transporte y ensamblaje capsular se encuentran regiones repetitivas de GC, estas
regiones generan corridos del marco de lectura y por consiguiente la produccion de
estos productos afectarian la expresién y composicion capsular (Bacon et al., 2001).
Este proceso de regulacion de la expresion capsular podria verse influenciado
selectivamente en el medio ambiente del patégeno pues le confiere ventajas
selectivas ante el reconocimiento del sistema inmune en humanos (Bacon et al.,
2001; Maue et al., 2013).

Composiciéon quimica

La composicion bioquimica de la capsula polisacarida de C. jejuni es
altamente variable y, como resultado, segun el esquema de serotipificacion de
Penner (Penner et al., 1983), es posible identificar 47 tipos capsulares que, por
agrupacion y reacciones cruzadas, dan como resultado 35 tipos capsulares (Figura
3) (Pike et al., 2013). A la fecha se ha determinado la composicién bioquimica de
diversos tipos capsulares mediante NMR MAS de alta resolucion (HR, del inglés
High Resolution) con diferentes técnicas de aislamiento y purificacion del polimero,
ademas, de técnicas de mutagénesis para determinar la funciéon de algunos genes

involucrados en la biosintesis del polimero.
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Figura 2.Representacion esquematica de la region dos del operon de sintesis
capsular de serotipos capsulares. Las flechas en colores indican: rojo: ensamblaje
y transporte de la capsula, azul. biosintesis de MeOPN, naranja: metil transferasas
putativas, blanco: MeOPN transferasa putativa, celeste: glucotransferasas, marrén:
genes hipotéticos, verde: biosintesis de azucares, purpura: biosintesis de heptosas
y amarillo: genes sin relacion aparente a la biosintesis de azucares (Guerry et al.,
2012).

El analisis del serotipo HS2 de C. jejuni 11168 permitié elucidar la
composicidon estructural polisacarida en la cual la unidad repetitiva se encuentra
compuesta por 6-O-metil-b-glicero-a-L-gluco-heptopiranosa, acido a-p-glucorénico
modificado con  2-amino-2-desoxiglicerol,  B-p-N-acetilgalactosamina en
configuracion furanosa (GalfNAc), reportada por primera vez en la naturaleza, y [3-
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p-ribofuranosa. Adicionalmente, los ensayos de mutagénesis determinaron el rol
potencial de algunos genes de la region de biosintesis capsular. Entre los genes
estudiados se determin6 que el gen Cj1428c estaria posiblemente involucrado en
la epimerizacion de la 6-O-metil-p-glicero-a-L-gluco-heptopiranosa (6-MeHep) y que
la delecién de este gen no afecta polimerizacion capsular. En contraste, una cepa
mutante en el gen Cj1439c, homodlogo al gen glp, que codifica un enzima UDP-
galactopiranosa mutasa responsable de la sintesis de galactofuranosa, da como
resultado la ausencia de la GalfNAc, uno de los componentes principales de la
unidad repetitiva de la capsula y, por consiguiente, un mutante acapsular (Michael
et al., 2002). También se observé un grupo de genes involucrados en la biosintesis
de heptopiranosas, homodlogos a los encontrados en Aneurinibacillus
thermoaerophillus Meie-Stauffer et al. 1996, Heyndrickx et al. 1997
(Paenibacillaceae). Cabe resaltar las modificaciones de la estructura capsular con

residuos de etanolamina, glicerol y metilo (Michael et al., 2002).

Utilizando la misma técnica, Szymanski y colaboradores determinaron la
composicion del serotipo HS41 (ATCC43460) y llevaron a cabo un analisis de los
componentes variables del serotipo HS2. El residuo glucosidico predominante del
serotipo HS41 fue 6-desoxialtrofuranosil. En el analisis del serotipo HS2 se
determind que el acido glucorénico se encuentra modificado con residuos de N-
etanolamina y aminoglicerol (Szymanski et al., 2003). A pesar que St. Michael y
colaboradores (Michael et al., 2002) no lograron identificar la posicion precisa de
las modificaciones, el estudio encontré tres variantes del serotipo HS2, las cuales
fueron analizadas (Szymanski et al., 2003). La variante uno contiene residuos de
N-etanolamina en el acido glucoronico, la variante encontrada en mayor proporcion
(variante 0) contiene aminoglicerol. La variante 2 es similar a la variante mayor, con
la diferencia de un residuo de CH3OP(O)(NH2)(OR), que en adelante
denominaremos MeOPN u O-metil fosforamidato, en el carbono 3 del GalfNAc;
mientras que la variante 3 no posee el grupo 6-O-metilo. La unidad estructural del
serotipo HS2 es 2-B-p-ribofuranosa-(1-5)-p-b-Gal fNAc-(1-4)-a-b-
acetilglucopiranosa-6-aminoglicerol unida mediante el carbono 3 de la
acetilglucopiranosa al 6-O-metil-p-glicero-a-L-gluco-heptopiranosa-(1- (Szymanski
et al., 2003).
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Figura 3.Complejos capsulares segun el esquema de serotipificacion de Penner.
Las capsulas polisacaridas tienen reacciones cruzadas, estas reacciones pueden
ser agrupada en los complejos capsulares que se observan en la imagen.

realizé un analisis de la composicion genética y bioquimica de los serotipos HS1,
HS19, HS23, HS36 y HS41 y la comparacion con las secuencias de los genes ya
descritos en C. jejuni 11168. El analisis estructural de la capsula del serotipo HS19
determiné la unidad repetitiva del CP como [-4)-B-bD-GIcA6(NGro)-1-3-B-p-GIcNAc-
1-]n, con residuos de fosforamida y un azucar labil que no pudo ser determinado. El
analisis genético del serotipo HS19 encontré6 un homdlogo al gen udg, que se

correlaciona con la presencia del acido 3-p-glucorénico sustituido con 2-amino-2-



El analisis bioquimico de la cepa con serotipo HS1 (cepa G1) determiné la
estructura de la unidad repetitiva del CPS como [P-4)-a-b-Gal-1-3-Gro-1-],, también
se detecto la presencia de residuos labiles de fosforamida. El analisis genético
revelé que el serotipo HS1 contiene el grupo de genes dedicados a biosintesis
capsular mas pequeno, con sélo 11 genes. Ademas, se encontraron homélogos al
gen tagD, que codifica una glicerol-3-fosfato citidil transferasa, responsable de la
formacion de CDP-glicerol. Adicionalmente, se identifico a un homdlogo del gen
tagF, que transfiere residuos de glicerolfosfato a partir de CDP-glicerol (Karlyshev
et al., 2005).

El andlisis estructural de los serotipos HS23 (CCUG 10954), HS36 (ATCC
43456) y HS23/36 (81-716) revelaron que las tres cepas tienen estructuras
bioquimicas similares con diversas modificaciones. En todas las cepas se
encontraron a-p-galactosa, p-b-N-acetilglucosamina y bp-glicero-bp-altro-heptosa o
desoxiheptosa. A pesar de la similitud entre las resonancias de los serotipos, el
serotipo HS36 presenta mayor complejidad que el HS23, mientras que el serotipo
HS23/36 con resonancias mas complejas (Figura 4). Se observaron diferencias y
similitudes entre las resonancias de los serotipos HS23, HS36 y HS23/36, empero,
no se observaron diferencias significativas en la composicion genética entre las tres
cepas. Asimismo, se evidencid la presencia de genes relacionados con la
biosintesis de  desoxiheptosas: Cj1423 (hddC, b,p-heptosa-1-fosfato
guanosiltransferasa), Cj1424 (gmhA2, sedoheptulosa-7-fosfato isomerasa), Cj1425
(hddA, p,p-heptosa-7-fosfato kinasa) y el gen dmhA, que codifica una dehidratasa,
el cual esta posiblemente involucrada en la conversidon de heptosa a desoxiheptosa
(Karlyshev et al., 2005).

El analisis estructural del serotipo HS41 reveld la presencia de [-2)-B-L-Araf-
1-2-B-p-6d-altro-Hep f-1-2-B-L-6d-Altf-1-]n, en la cual la 6-desoxi-B-L-altrosa puede
ser sustituida por a-p-fucosa. El analisis genético de la cepa revelo la presencia de
los genes gmhA2, hddA, hddCy dmhA, lo cual explica la presencia de heptosas en
la capsula. El estudio también identificd tres genes homadlogos a glf, que codifica
una UDP-piranosa mutasa. Cabe resaltar que se encontraron genes de
contingencia responsables de la variacion de fase de los serotipos HS23/36 y HS41.
Por ultimo, mediante ensayos de mutagénesis y NMR se determind la funcion de
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los genes involucrados en la biosintesis de la p-glicero-a-L-glucoheptosa (Karlyshev
et al., 2005).

CPS 81.176
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Figura 4. Unidad repetitiva estructural de la capsula polisacarida del serotipo
HS23/36. Compuesta de 3)-p-galactopiranosa-(1,2)-3-metil-6 desoxi-a-p-altro
heptopiranosa-(1,3)- B- p-N-acetil-glucopiranosa-(1,3. EI MeOPN se encuentra
variablemente unido al carbono 2 de la galactosa (Guerry et al., 2012).

McNally y colaboradores (McNally et al., 2005, 2006) realizaron dos estudios
para determinar la composicién bioquimica de los serotipos HS1 y HS19. En el
primer estudio se analizé la composicidn estructural de la capsula de HS1 con una
variante en el procedimiento. La finalidad fue determinar si la NMR HR-MAS podria
identificar los componentes estructurales capsulares sobre la superficie bacteriana
y la CPS aislada enzimaticamente (McNally et al., 2005). Con resultados idénticos,
la unidad repetitiva detectada fue [-4)-a-p-galactopiranosa-(1-2)-(R)-glicerolfosfato-
(1-]n, similar al acido teicoico, y similar a lo encontrado por Karlyshev vy
colaboradores, con ramificaciones variables de MeOPN en el carbono 3 de la 3-b-
fructofuranosa con unién labil al carbono C-2 y union variable al C-3 de la galactosa

(McNally et al., 2005). En el segundo estudio se determind la estructura del serotipo

HS19. La unidad repetitiva detectada fue [-4)-B-pD-GIcCA6NGro-(1-3)-B-p-GIcNAc-(1-

]n con una ramificacion de a-L-sorbofuranosa en el carbono 2 de la GICcA y un grupo
MeOPN, con metilacion variable, en el carbono 4 del GIcNAc. B-p-GICAGNGro es
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acido B-b-glucoronico 6-N-glicerol, mientras que B-b-GlcNAc es 2-acetamido-2-
desoxi-B-b-glucosa. Ademas, en este estudio se utilizé la enzima piranosa oxidasa
para determinar la configuracién L- o p- de la a-sorbofuranosa, la enzima oxida solo
la L-sorbosa, debido a que el analisis mediante NMR no detectd ninguna sefal de
la sorbosa luego del ensayo con la enzima, se concluyd que tiene el azucar tiene la

configuracion L-, siendo asi a-L-sorbofuranosa (McNally et al., 2006).

El analisis estructural de la CPS de la cepa RM1221, serotipo HS53, revel6
qgue se encuentra compuesta de un polimero lineal de una unidad repetitiva de un
trisacarido: dos a-6-desoxi-D-mano-heptopiranosa y un [-6-desoxi-b-mano-
heptopiranosa que se encuentran unidos entre si por enlaces fosfodiéster; a este
trisacarido se le unen residuos de xilulosa (p-threo-penta-2-ulosa) de forma no
estequiométrica los residuos O2 y O-4 de la heptosa. Ademas, se observd que
algunos de los genes de la regién biosintética, gmhA2, hddA y hddC, de la CPS son
conservados en los serotipos HS2, HS3, HS23/36 y HS53 (Gilbert et al., 2007).

O-metil-fosforamidato (MeOPN)

McNally y colaboradores investigaron la extension de la presencia de los
residuos de MeOPN en las CPSs. Sorprendentemente encontraron que esta
molécula, hallada en cantidades no estequiométricas en el 70% de los aislamientos
de C. jejuni, juega un papel muy importante en la determinacién del serotipo,
particularmente en el serotipo HS23 y HS36. Los encargados de la transferencia de
los grupos MeOPN a los carbonos C-3 de la GalfNAc y C-4 de la p-glicero-L-
glucoheptosa son los genes ¢j1421y ¢j1422, respectivamente; los mismos que se
expresan variablemente, confiriendo asi los serotipos HS23, HS36 y HS23/36
(McNally et al., 2007). La expresion variable de estos genes permite al
microorganismo cambiar de serotipo o variar de fase durante el proceso infeccioso,

evadiendo asi la respuesta inmune (van Alphen et al., 2014; McNally et al., 2007).

Recientemente se elucidd la serie de reacciones enzimaticas que tienen
lugar en la biosintesis del MeOPN. La sintesis del MeOPN inicia con la fosforilacion
ATP-dependiente del nitrégeno de la amida de la L-glutamina, catalizada por el
producto del gen Cj1418, una L-glutamina quinasa, obteniendo como sub producto
L-glutamina fosfato (Taylor et al., 2017a). Luego, el producto del gen Cj1416, una
fosfoglutamina citidiltransferasa, cataliza la defosforilacion del magnesio-citidin
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trifosfato (MgCTP, del inglés magnesium-dytidine triphosphate) mediante la L-
glutamina fosfato para formar citidin-difosfato-L-glutamina (CDP-L-glutamina). La
CDP-L-glutamina es hidrolizada por el producto del gen Cj1417, una y-glutamil-
CDP-amidato hidrolasa, obteniendo como producto L-glutamato y citidin-
difosforamidato (Taylor et al., 2017b). Finalmente, la fosforilacion ATP-dependiente
del citidin-difosforamidato es catalizada por una citidin-difosforamidato quinasa,
codificada por el gen Cj1415, que genera como producto final el 3’-fosfo-citidin-5'-
difosforamidato (Taylor y Raushel, 2018). Las reacciones finales que llevan a la
formacion del MeOPN y su incorporacién a los azucares constituyentes de las CPS

contindan siendo estudiadas.

La presencia del MeOPN no sélo tiene implicancia en la variacion de fase
del microorganismo y la evasion de la respuesta inmune. Algunos estudios han
demostrado que el MeOPN tiene una estructura molecular muy similar a algunos
pesticidas y que tendria un efecto insecticida sobre la larva de Galleria mellonella
Linnaeus, 1758 (Pyralidae - Galleriinae) (Champion et al., 2010). Aunque existe un
reporte contradictorio al respecto (van Alphen et al., 2014), es necesario realizar
mas estudios que clarifiquen esta propiedad del MeOPN. También se ha observado
que la presencia de esta molécula esta relacionada con el incremento a la
resistencia al suero humano (van Alphen et al., 2014), probablemente bloqueando
la union de los anticuerpos circulantes (Pequegnat et al., 2017) y la ausencia de la
misma se encuentra asociada a un aumento a la invasividad en la linea celular
Caco-2 (van Alphen et al., 2014). Asimismo, se observo que el MeOPN promueve
el incremento de la produccién de IL-6 e IL-10 en monocitos derivados de medula
Osea. Sin embargo, la presencia del MeOPN no tuvo efecto sobre la produccion de
IL-6 e IL-10 en monocitos derivados de macrofagos en humanos ni murinos (Kim et
al., 2018). No obstante, la presencia del MeOPN no siempre es benéfica para el
microorganismo ya que es un receptor para el bacteriéfago F336 en C. jejuni 11168
(Sgrensen et al., 2012).

Tipificacion capsular de C. jejuni mediante PCR multiple

Desde el desarrollo de la técnica de PCR multiple para la identificaciéon de
tipos capsulares de C. jejuni en funcién al esquema de serotipificacién de Penner
se han realizado relativamente pocos estudios, no obstante, la mayor parte de ellos
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fueron llevados a cabos en regiones con altas prevalencias de infecciones por C.

Jejuni.

Garrigan et al. (2014) desarroll6 el primer estudio utilizando el nuevo sistema
de tipificacién que fue llevado a cabo en Filadelfia, Estados Unidos, donde se
analizaron 170 de muestras tomadas entre el 2007 y el 2012 de pacientes con una
edad promedio de 41,6 afios (en hombres) y 42,7 afios (en mujeres). Se encontrd
28 tipos capsulares distintos, de los cuales el complejo HS4 (24,9 %) fue el mas
frecuente, seguido de HS2 (13,3 %), complejo HS3 (6,7 %), HS53 (6,1 %) y HS21
(5,5 %), mientras que el 2,94 % no fueron tipificables por PCR. Ademas, se encontro
que el 70 % de los tipos capsulares mas frecuentes no difieren a los encontrados

en un estudio realizado 20 afios atras (Garrigan et al., 2014).

Poly y colaboradores (2015) aplicaron esta técnica en 990 aislamientos de
C. jejuni en pacientes residentes y viajeros en Tailandia, Cambodia y Nepal, paises
con alta prevalencia de infecciones por C. jejuni, encontrando que los tipos
capsulares mas frecuentes fueron el complejo HS4 (16,1 %), HS2 (14,7 %), HS5/31
(10,6 %), complejo HS8/17 (9,8 %), complejo HS3 (7,8 %) y complejo HS23/36 (6,3
%). Ademas, se observaron diferencias en la distribucién de la frecuencia de los
tipos capsulares entre pobladores locales y visitantes a estos paises; los tipos
capsulares mas frecuentes en viajeros visitantes fue: complejo HS4 (18,87 %),
complejo HS23/36 (13,52 %) y HS53 (12,39 %); mientras que en pobladores nativos
fue: HS2 (18,7 %), complejo HS4 (14,8 %), complejo HS5/31 (12,68 %) y complejo
HS8/17 (12,68 %) (Poly et al., 2015).

En Egipto se llevd a cabo un estudio retrospectivo de la distribucion de los
tipos capsulares circulantes en nifios menores de 3 afios de edad, desde 1995 al
2003. Se tipificaron 272 aislamientos de C. jejuni, de los cuales el tipo capsular mas
frecuente el HS2 (11,4 %), complejo HS3 (11,4 %), HS15 (9,2 %), complejo HS4
(8,1 %), HS5/31 (7,0 %), HS10 (6,6 %) y HS1/44 (5,5 %), no fue posible tipificar
11,8% de los aislamientos. No se observé diferencias entre la sintomatologia y la

presencia de algun tipo capsular identificado (Sainato et al., 2018).

En un analisis retrospectivo de pacientes atendidos en un centro médico

militar en Hawai entre el 2012 y el 2016, se investigd la frecuencia de los tipos
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capsulares de C. jejuni por PCR multiple en 106 pacientes, entre nifios y adultos
(mediana 27 afios, 11 —35). Los tipos capsulares mas frecuentes fueron el complejo
HS4 (30,1 %), HS2 (18,9 %), HS8/17 (7,55 %) y el complejo HS3 (6,6 %).
Adicionalmente, se encontrd que el complejo capsular HS4-AB, los tipos capsulares
HS2 — HS8/17 y el complejo HS4-A estaban asociados a los complejos conales
(CC) CC:ST-48, CC:ST-21 y CC:ST-508, respectivamente (Ewers et al., 2018).

Neitenbach et al. (2019) analizé la frecuencia de tipos capsulares de C. jejuni
de tres comunidades del departamento de Loreto, evalué una poblacién de 198
nifios desde el nacimiento hasta los 2 afios de edad. Analizaron 318 aislamientos
de C. jejuni y encontraron que 70 % correspondieron a infecciones asintomaticas,
los tipos capsulares mas frecuentes fueron el complejo HS4 (14,8 %), complejo
HS5/31 (11,9 %), HS15 (8,2 %), HS2 (7,4 %) y HS10 (6,8 %), no encontraron
asociaciéon entre la frecuencia de los tipos capsulares y la sintomatologia clinica.
Mientras que el 55,2 % de los nifos sufrieron de 2 hasta 7 infecciones en el
transcurso de los 2 afios de vigilancia, donde el 97,9 % de ellos fue por un tipo
capsular diferente. Ademas, no encontraron una asociaciéon significativa entre la

presencia del MeOPN, heptosas o desoxiheptosas y la sintomatologia clinica.

Hasta el momento se han tipificado 1856 aislamientos mediante el PCR
multiple, la gran mayoria (90,8 %) proveniente de paises en vias de desarrollo, lo
que constituye solo el 8,8 % de la informacion disponible de los tipos capsulares

circulantes en Europa (Pike et al., 2013).

Problema de la investigacion

Peru es un pais en vias de desarrollo con altas prevalencias de patdégenos
entéricos como C. jejuni, E. coli enterotoxigénica (ETEC), especies de Shigella y
Salmonella. No obstante, existe escasa informacién epidemiolégica sobre estos
patégenos, sobre todo, informacién relacionada a C. jejuni y ETEC. Mas aun, es
escasa la informacion epidemioldgica que detalle con precision datos serolégicos y
moleculares sobre estos microorganismos. Existen diversos factores por los cuales
la informacion epidemiologica de C. jejuni es limitada en paises de escasos
recursos, sumado a la dificultad de aislar un patégeno nutricionalmente exigente y
de aislamiento particularmente complejo, la dificultad de realizar las técnicas

serotipificacion, confluyen en un vacio de informacidon sobre este microorganismo.
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C. jejuni es el microorganismo mas frecuentemente aislado de muestras
fecales de pacientes con el SGB y su rol en el desencadenamiento de este
sindrome ha sido bastante estudiado (Yuki, 2012). Aunque las estructuras
involucradas en el desarrollo del SGB son los lipooligosacaridos, un estudio de
tipificacion capsular de aislamientos de C. jejuni de muestras fecales de pacientes
con el SGB ha demostrado una asociacion de los tipos capsulares HS1/44, HS2,
complejo HS4, HS19, complejo HS23/36 y HS41, lo que sugiere que pueden ser
utilizados como marcadores de este sindrome (Heikema et al., 2015). En el Peru la
prevalencia de este sindrome es 10 a 20 casos por cada millon de habitantes, sin
embargo, se han reportado dos brotes importantes de Guillain-Barré en Lima y el
norte del pais el 2018 y el 2019 (Gavilan et al., 2019). Recientemente se reporto el
aislamiento de C. jejuni de muestras fecales de 4 pacientes del brote del SGB en
Lima 2019, todos los aislamientos con el tipo capsular HS41 (Alarico et al., 2019).
En Peru no existen estudios sobre la relacion entre C. jejuni'y el SGB; por lo tanto,
la descripcion de los tipos capsulares circulantes, como marcadores del SGB,
podria dar luces respecto a la relacion de este microorganismo y el SGB en nuestro

pais.

También se ha observado que los tipos capsulares mas frecuentes se
encuentran asociados a complejos clonales y que determinados tipos capsulares

se encuentran asociados a resistencia a antibiéticos (Ewers et al., 2018).

La CPS al ser el principal serodeterminante del esquema de serotipificaciéon
de Penner (Penner et al., 1983) tiene propiedades inmunogénicas (Maue et al.,
2013), esto se ha evidenciado en una vacuna capsular conjugada a una proteina
inmunogénica que ha demostrado proteccion homologa y heterdloga significativa
en primates no-humanos (Monteiro et al., 2009). Esta vacuna se encuentra
actualmente en fase clinica 2 de desarrollo (Poly et al., 2018), la cobertura de
proteccion dependera del numero de tipos capsulares incluidos en esta vacuna,
consecuentemente, la validez de la misma dependera de la informacién que se
tenga disponible al respecto. Se ha observado que la prevalencia de los tipos
capsulares varia entre regiones, en consecuencia, una vacuna protectora debera
contener los tipos capsulares mas frecuentes de acuerdo a cada region. En América
del Sur so6lo se ha reportado un estudio sobre los tipos capsulares circulantes en
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Peru (Neitenbach et al., 2019). La falta de informacién complica el desarrollo de una
vacuna protectora contra la infeccion por C. jejuni que es imprescindible en regiones

con una elevada prevalencia de este microorganismo.

Por lo tanto, es de gran importancia determinar, primero, que tipo capsulares
se encuentran circulando en el Peru y, segundo, es necesario saber si estos tipos
capsulares difieren de los tipos capsulares mas frecuentes observados a nivel

global.

Importancia del estudio

La tipificacion capsular de C. jejuni mediante un PCR multiple es importante
para monitorear la circulacion de este microorganismo en la comunidad, facilitara la
investigacion de brotes infecciosos, contribuira con informacién valiosa para
determinar el rol de esta bacteria en los casos del SGB, asi como informacion critica
para el desarrollo de una vacuna capsular conjugada para prevenir las infecciones

por C. jejuni.
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.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1Hipétesis

e Hipétesis nula: Los tipos capsulares de Campylobacter jejuni de las
poblaciones de Santa Clara de Nanay, Loreto, y Pampas de San Juan de
Miraflores, Lima, no difieren de las frecuencias de los tipos capsulares
HS2, HS1/44 y el complejo HS4 observadas a nivel mundial.

e Hipétesis alterna: Los tipos capsulares de C. jejuni encontrados en las
poblaciones de Santa Clara de Nanay, Loreto, y Pampas de San Juan de
Miraflores, Lima, difieren de las frecuencias de los tipos capsulares HS2,

HS1/44 y el complejo HS4 observadas a nivel mundial.

3.20bjetivos
A. Objetivo general

Comparar la frecuencia acumulada de los tipos capsulares de C. jejuni
en la comunidad amazonica de Santa Clara de Nanay, Loreto, y el pueblo
joven costero Pampas de San Juan de Miraflores, Lima, en razén a las

frecuencias globales.

B. Objetivos especificos

a. ldentificar a nivel molecular C. jejuni en los aislamientos considerados en
el estudio.

b. Determinar a nivel molecular los tipos capsulares de los aislamientos de
C. jejuni.

c. Comparar los tipos capsulares mas frecuentes obtenidos en el presente
estudio y los tipos capsulares mas frecuentes a nivel mundial

encontrados en la literatura cientifica.
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Iv.

MATERIALES Y METODOS

4.1 Poblacién

El estudio incluyé todos los microorganismos previamente identificados
como Campylobacter jejuni, mediante la prueba de reduccion del hipurato, y
especies no identificadas del género Campylobacter que fueron aislados de
muestras fecales de nifios menores de 5 afos de edad en dos estudios que se
llevaron a cabo de forma independiente. En el pueblo joven Pampas de San Juan
de Miraflores, departamento de Lima se realizé un estudio de caso-control en nifios
menores de 5 afos; en la comunidad rural de Santa Clara de Nanay, departamento
de Loreto, se realizé6 un estudio de cohorte (Figura 5). El anexo 3 resume las

caracteristicas demograficas de las poblaciones estudiadas.

4.2 Pampas de San Juan de Miraflores, Lima
Ubicado en la region costera del departamento de Lima, en el distrito de
San Juan de Miraflores (Longitud: O76°58'8.9" Latitud: S$S12°9'35.68"). Las 72
familias que participaron en el estudio tenian un ingreso econémico mensual
promedio de 242 ddlares, vivian sin acceso a agua y desagle y en contacto

directo con aves de corral. (Oberhelman et al., 2003, 2006).

4.3 Criterios de seleccion y definicion de caso

La seleccion de los participantes del estudio siguié los siguientes
criterios: ser menor de 72 meses de edad y contar con al menos 2 pollos/familia.
Los participantes fueron monitoreados mensualmente para determinar la carga
bacteriana asintomatica. La vigilancia consistié en la toma de muestras fecales
y el llenado de un cuestionario por parte del algun miembro de la familia, esta
encuesta incluyd preguntas referentes a la frecuencia de las deposiciones,
consistencia de las heces y la presencia de moco o sangre en las mismas
(Oberhelman et al., 2003, 2006).

Los pacientes fueron clasificados como sintomaticos o asintomaticos
segun el numero y consistencia de sus deposiciones; aquellos pacientes con
mas de 4 deposiciones liquidas en 24 horas fueron considerados como
sintomaticos (Black et al., 1988). La duracion de la diarrea se definié como el

numero de dias antes y después del(los) dia(s) en el cual se cumplio el criterio
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de diarrea. Ademas, en este estudio, de acuerdo a la definicién de diarrea,
debieron pasar al menos 2 dias sin diarrea para ser clasificado como un episodio
nuevo de diarrea (Oberhelman et al., 2003, 2006).

4.4 Recoleccion, transporte y procesamiento de muestras

La recolecciéon de muestras fecales fue llevada a cabo por personal
entrenado, se realizé de forma mensual por un periodo de 18 meses; las
muestras de heces fueron transportadas en medio Cary Blair en condiciones de
refrigeracion al departamento de Bacteriologia del Centro de Enfermedades
Infecciosas Tropicales de la Marina de los Estados Unidos. Las muestras fueron
sembradas en medio selectivo agar Brucella suplementado con 5 % de sangre
de oveja y con el suplemento de antibiéticos de Butzler (Oxoid) y suplementos
de crecimiento para Campylobacter (Oxoid). Los medios inoculados fueron
incubados a 42 °C por 24 a 48 horas en condiciones de microaerobiosis. Las
colonias sospechosas fueron evaluadas por coloracion Gram, pruebas de
oxidasa, catalasa y sometidas a la prueba de hidrélisis de hipurato para la
confirmacion de especie, aquellos identificados como Campylobacter sp. o C.
Jejuni fueron crio-preservados en medio caldo tripticasa de soja con 20 % de

glicerol crioviales almacenados en tanques de nitrégeno liquido.

4.5 Comunidad rural Santa Clara de Nanay, Loreto

El estudio que fue llevado a cabo en una poblacién de nifios menores de
5 afos en Santa Clara de Nanay (Latitud: 3° 47’ 2.1” S, Longitud: 73° 21’ 12.1”
W), una comunidad rural ubicada en la region Amazonica, departamento de
Loreto. Las 180 familias que participaron en el estudio tenian un ingreso
economico mensual de 28 dolares y acceso limitado a agua potable y desague.
Esta comunidad se encuentra ubicada a 15 kildmetros de la ciudad de Iquitos,
tiene una poblacion de 3472 habitantes en 612 hogares (Kosek et al., 2008; Yori
etal., 2014).

4.6 Criterios de seleccion y definicion de caso
Los participantes en este estudio fueron seleccionados en funcion a los
siguientes criterios: tener menos de 70 meses de edad, solo un participante por
familia y la firma de un consentimiento informado por sus apoderados; los

participantes que cumplieron mas de 72 meses de edad fueron removidos del
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estudio y se incluyeron a participantes que cumplieran con el criterio de

seleccion.

Los participantes de la Comunidad Santa Clara de Nanay fueron
clasificados como sintomaticos o asintomaticos en funcién a la consistencia de
sus deposiciones y al numero de las mismas; participantes con 3 deposiciones
liguidas en menos de 24 horas fueron considerados sintomaticos, participantes
con presencia de Campylobacter sp. en heces sin diarrea fueron considerados
como asintomaticos. Se considerd caso nuevo a aquellos participantes con un
nuevo episodio de diarrea 15 dias después del ultimo episodio, caso contrario
se consideré como infeccion persistente. Ademas, se tomaron muestras cada
tres meses para determinar la carga bacteriana asintomatica (Kosek et al., 2008;
Lee et al., 2012).

4.7 Recoleccion, transporte y procesamiento de muestras

La recoleccion de muestras fecales se llevd a cabo por personal
entrenado, se realizd de forma trimestral por un periodo de 43 meses; las
muestras fueron transportadas en solucion salina tamponada con glicerol y
medio Cary-Blair. Se pesd 1 gramo de heces en 1 mililitro de solucién salina
tamponada con glicerol, se tomé 100 pL de esta solucién y se colocé en un filtro
de 0.45 um de porosidad sobre agar Columbia suplementado con sangre al 5
%, los medios fueron incubados a 42 °C en condiciones de microaerobiosis por
48 horas. Las colonias sospechosas fueron evaluadas por coloraciéon Gram,
prueba de oxidasa, catalasa e hidrdlisis del hipurato; aquellos identificados
como Campylobacter sp. o C. jejuni fueron crio-preservados en medio caldo
tripticasa de soja con 20 % de glicerol crioviales almacenados en tanques de

nitrégeno liquido.

4.8 Muestra
Se consideraron todos los aislamientos de Campylobacter spp. y C. jejuni
obtenidos a partir de muestras fecales (n = 663), los cuales fueron previamente
cultivados, purificados y almacenados en caldo peptonado con 20 % de glicerol
en crioviales en tanques con nitrégeno liquido. Los aislamientos para este

estudio fueron tomados de 247 muestras diarreicas, que incluyen 202 de Santa
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Clara y 45 de Pampas de San Juan y 414 muestras no diarreicas, de las cuales

83 son de Santa Clara y 333 de Pampas de San Juan.
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Figura 5.Ubicacién de los poblados donde se realizaron los muestreos. En la region
costera: PP.JJ. Pampas de San Juan de Miraflores en el departamento de Lima; en
la region Amazonica: Comunidad de Santa Clara de Nanay en el departamento de
Loreto.
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4.9 Cultivo y confirmacién de especie
4.10 Cultivo
Los aislamientos fueron sembrados sobre la superficie del medio
Columbia-Blood Agar (CBA) suplementado con 5 % de sangre de carnero
(Butzler, 2004). Las placas con el medio sembrado fueron incubadas a 42 °C
por 24 a 72 horas en condiciones de microaerofilia, 5 % de O2 10 % de CO. y
85 % de Noa.

Los cultivos en los cuales se hallé6 contaminantes fueron purificados
mediante la técnica del filtro, descrita por Skirrow. Los cultivos en los cuales no
se observd crecimiento fueron enriquecidos en caldo Tioglicolato bajo las
mismas condiciones de incubacion anteriormente descritas. Los medios de
enriquecimiento en los cuales se observé turbidez y, adicionalmente, un halo de
crecimiento un centimetro por debajo de la superficie, fueron sembrados

nuevamente mediante la técnica del filtro (Skirrow, 1977).

4.11 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé tomando una asada de cultivo bacteriano
y se resuspendié en 100 uL de grado biologia molecular en un microtubo de 1,5
mL de capacidad. La muestra fue sometida a shock térmico, con una exposicion
a 100 °C por 10 minutos y luego 10 minutos en hielo. Luego, la muestra fue
centrifugada a 14000 rpm (revoluciones por minuto) a 4 °C por 10 minutos.
Después de la centrifugacion se tomé todo el sobrenadante, evitando tomar el
precipitado, y se transfiri6 a un nuevo microtubo el cual fue etiquetado con el
coédigo de la muestra, fecha de extraccién y tipo de muestra. Las muestras

fueron conservadas a -20 °C hasta su analisis.

El ADN fue cuantificado mediante el espectrofotometro NanoDrop 2000,
la concentracion de ADN se ajusté a 200 ng/uL, utilizando agua de grado

biologia molecular como diluyente, de acuerdo a la siguiente formula:

C1 xV1 = C2XV2

*Donde: C= concentraciéon, V= volumen
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4.12 ldentificacidon y confirmacién de especie
La identificacion de especies se llevd a cabo mediante un PCR multiple
que amplifica una region conservada del gen glyA (que codifica una serina
hidroximetiltransferasa) que permite identificar a C. jejuniy C. coli (Rashid et al.,
2000). En cada reaccién se incluyd un control positivo de C. jejuni (ATCC
33560), control positivo de C. coli (ATCC 33559) y un control negativo (E. coli
DH5a). Los volumenes de reaccion y las condiciones de reaccion de la PCR se

encuentran detalladas en la Tablas 2 y 3, respectivamente.

Todos los productos de la PCR fueron analizados en geles de agarosa al
2 % diluido en buffer TBE 1X (tris-borato-EDTA), los geles fueron previamente
tefidos con 15 uL de Syber Safe. Se tomaron 2 uL del producto de la PCR y se
mezclaron con 8 pL de colorante de carga, dicha mezcla se colocé en los
pocillos del gel. Las condiciones de electroforesis fueron: 120 voltios por 1 hora
y 30 minutos aproximadamente, en geles de 10 x 14 cm. El andlisis de la
electroforesis se llevd a cabo en el digitalizador de imagenes GelDoc XR+
mediante el software Quantity One. Los resultados de la PCR fueron
categorizados de la siguiente forma: bandas con un peso molecular de 773
pares de bases (pb) corresponden a C. jejuni; bandas con peso molecular de
364 pb corresponden a C. coli; la ausencia de bandas se consideré como

muestras negativas para C. jejuni o C. coli.

Tabla 2. Reactivos y volumenes empleados en el PCR, volumenes empleados en
una reaccion.

Reactivo Secuencias Volumen (uL)
Amplitag Master Mix 360 - 11,0
Agua de PCR - 8,0
Primer 364F (10 pM) AGACAAATAAGAGAGAATCAG 1,0
Primer 364R (10 uM) TAGGCATTATTTTTACCCCTATAGACAG 1,0
Primer 773F (10 pM) ACAACTTGGTGACGATGTTGTA 1,0
Primer 773R (10 uM) CAATCATGDGCDATATGASAATAHGCCAT 1,0
Muestra de ADN - 2,0
Total 25,0
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Tabla 3. Protocolo de amplificacién del gen glyA para la identificacién de C. jejuniy
C. coli mediante PCR.

Temperatura Tiempo Ciclos Temperatura Tiempo Ciclos
95 °C 1 minuto 1 Paso 5

Paso 1 94 °C 1 minuto

94 °C 1 minuto 56 °C 1 minuto 2
64 °C 1 minuto 1 72°C 1 minuto

72°C 1 minuto Paso 6

Paso 2 94 °C 1 minuto

94 °C 1 minuto 54 °C 1 minuto 30
64 °C 1 minuto 2 72°C 1 minuto

72°C 1 minuto Paso 7

Paso 3 72°C 10 minutos

94 °C 1 minuto 4°C Indeterminado

60 °C 1 minuto 2

72°C 1 minuto

Paso 4

94 °C 1 minuto

58 °C 1 minuto 2

72°C 1 minuto

4.13 Tipificacidon capsular
Los aislamientos que fueron identificados a nivel molecular como C. jejuni
fueron tipificados por una PCR multiple para la determinacion de tipos
capsulares. Para ello se tomé como muestra el ADN previamente extraido. Los
volumenes de reaccion se detallan en la tabla 4; la lista de primers de cada
mezcla maestra, asi como el tamafio de producto amplificado se detallan en la

tabla 5; las condiciones de amplificacion se detallan en la tabla 6.

Tabla 4. Reactivos y volumenes empleados en el PCR, volumenes utilizados para
una reaccion.

Reactivo Volumen (uL)
Amplitaqg Master Mix 360 12,5
Agua 9,0
Mezcla primers (1 uM) 1,0
Muestra de ADN 2,5
Total 25,0
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La PCR de identificacién capsular amplifico 36 genes distintos: 35
correspondientes a genes involucrados en la biosintesis de las CPS (Poly et al.,
2011, 2015) y 1 gen conservado que codifica una UDP-N-acetilglucosamina
aciltransferasa, el gen IpxA (Klena et al., 2004), como control interno de
amplificacion e identificacion de especie. Debido a la cantidad de primers
utilizados, las mezclas maestras fueron divididas en cuatro: mezcla alfa (a),
mezcla beta (), mezcla gamma (y) y mezcla delta (&) (Tabla 5), los genes diana

se encuentran descritos en el Anexo 1 (Poly et al., 2015).

4.14 Electroforesis y determinacion del tipo capsular

Todos los productos de la PCR fueron analizados en un gel de agarosa
al 2,5 % diluida en buffer TBE 1X, el gel fue tefiido con 15 pyL de Syber Safe
previo a su solidificacion. Se tomaron 2 uL del producto de PCR y se mezclé
con 8 uL de colorante de carga, dicha mezcla se coloco en los pocillos del gel.
En cada electroforesis se incluyé los productos de PCR de las cuatro mezclas
maestras, por cada muestra, y un control negativo. Las condiciones de
electroforesis fueron: 90 voltios por 3 horas y 30 minutos en geles de 10 x 14
cm. Una vez concluido el tiempo se analizaron los geles en el digitalizador de
imagenes GelDoc XR+ mediante el software Quantity One. Aquellas muestras
gue no presentaron bandas o cuyas bandas fueron mas débiles que el control

positivo interno, fueron excluidas del andlisis (Tabla 17).

Para determinar el tipo capsular, se considerd el peso molecular de la
banda correspondiente a la mezcla maestra y comparando la distancia recorrida
de la banda en cuestion con las bandas de una escalera molecular de 100 pares
de bases. Sin embargo, al momento de la interpretacion de resultados se

tuvieron en cuenta las siguientes condiciones:

e La PCR no es capaz de distinguir entre los productos de los complejos
capsulares HS4A y HS4B, por lo que se le denomin6é complejo capsular
HS4.

e El tipo capsular HS15 (325 pb, mezcla alfa) tiene reaccion cruzada con
los tipos capsulares HS5/31 (857 pb), HS45 (129 pb, mezcla gama) y
HS58 (89pb, mezcla delta). Entonces se tuvo en cuenta los siguientes
criterios: Si la PCR dio como resultado un producto de 129 pb en la
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mezcla gama se considerd6 como HS45, sin embargo, si se obtuvo un
producto de 129 pb y otro de 857 pb, entonces fue considerado como
HS5/31. Si la PCR dio como resultado un producto de 325 pb y otro de
857 pb se considerd solo como HS15 (Poly et al., 2011, 2015).

4.15 Analisis demografico y estadistico
El analisis de los datos obtenidos fue realizado en Stata versiéon 16.0,

analisis complementarios fueron realizados en Microsoft Excel 2016.

4.16 Analisis de frecuencias y diferencia de proporciones
Se realiz6é un analisis de las frecuencias absolutas y acumuladas de los
tipos capsulares por lugar de estudio, sintomatologia y edad; con los resultados
obtenidos en Stata y se generaron graficos de barras en Microsoft Excel.
Ademas, se calcularon las proporciones por sintomatologia y género, la variable
edad se subdividié en dos grupos: participantes de 0 — 24 y 25 a 72 meses de
edad; con los resultados obtenidos se realizé un test de diferencia entre

proporciones bajo la siguiente hipétesis:

e Hop—p,=0
e Haipi—p,#0

Siendo p; y p, las proporciones que se desean comparar tomando en

cuenta la siguiente formula:

(D1 —D2) — (1 — p2)o

0p,-p

Adicionalmente, se llevd a cabo un analisis de diferencias entre las
proporciones de los tipos capsulares encontrados en este estudio, que a su vez
fueron divididas por lugar de estudio, y las observadas en el resto del mundo,
que también fueron divididas entre economias de paises desarrollados y paises
en vias de desarrollo, de acuerdo a una revision sistematica realizada por Pike
y colaboradores (2013); este analisis incluyé todos los estudios conducidos
desde el desarrollo del serotipado de Penner hasta el afio 2012. Esta revision

sistematica tomd en cuenta sélo aquellos reportes publicados en revistas
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indizadas publicadas en idioma inglés, y considerando los siguientes términos
de busqueda: “Campylobacter’, “Penner” y “Serotype”; se excluyeron las
revisiones y publicaciones que no sean en inglés. El andlisis realizado por Pike
y colaboradores considerd6 21394 muestras en total, de las cuales 1222
muestras provienen de paises en vias de desarrollo y 20 172 muestras
provienen de paises desarrollados (ver anexo 3) (Pike et al., 2013). Con los
resultados obtenidos se realizd un test de diferencia entre proporciones bajo la

siguiente hipdtesis:

e Hoipy—p,=0
L] HA:pl_pz#:O

Siendo p, y p, las proporciones que se compararon tomando en cuenta

la siguiente formula:

(P1 — D2) — D1 — p2)o

0p,-p

4.17 Analisis de riesgos relativos
Se realiz6 un analisis de Riesgo Relativo (RR) utilizando un modelo lineal

generalizado (GLM, por sus siglas en inglés), con los siguientes componentes:

e Componente aleatorio: variable respuesta (CPS), con distribucion de
Poisson.
e Componente sistematico: variable explicativa (edad, en meses).
e Funcion vinculo: logaritmica
Siendo las variables empleadas:
e Variable dependiente:
o Capsula polisacarida, cualitativa politdmica nominal.
e Variables independientes:
o Edad, cuantitativa continua.
o Lugar de estudio, cualitativa dicotomica.
o Sintomatologia, cualitativa dicotémica

o Género, cualitativa dicotémica.
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Se aplico el analisis de RR mediante el GLM en los tipos capsulares HS3,
HS4 y HS15, por ser los tipos capsulares mas frecuentes, y al total de tipos

capsulares identificables por PCR bajo la siguiente formula:

AX=x+1)

RR(X) = AMX=x+1)

= exp(B,)

Adicionalmente, los modelos fueron ajustados a las variables género,
sintomatologia y lugar de estudio para determinar su influencia en los RRs
modelados. Se asignaron valores a las variables dicotomicas: género
(masculino=1, femenino=2), sintomatologia (asintomatico=1, sintomatico=2) y

lugar de estudio (Pampas de San Juan=1, Santa Clara de Nanay=2).

A un nivel de significancia del 95%, el riesgo relativo aumenta
cuando RR > 1y disminuye cuando RR < 1. Tenemos el mismo riesgo

cuando RR = 1.
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Tabla 5. Juego de primers, tamafio (en pb) y tipo capsular reconocido de los cuatro
grupos de mezclas empleados: Alfa, beta, gamma y delta.

MexclaAfa  [ARA00 TROCHRA | yeiapata  [anato  Tbocapedar
HS2 62 HS2 HS1 610 HS1y HS1/44
HS3 149 HS3 HS4B® 652 HS4 complejo B
HS4A2 370 HS4 complejo A HS8 342 HS18 y HS17
HS6 185 HS6 y HS7 HS12 201 HS12

HS10 229 HS10 HS21 801 HS21

HS15 325 HS15, HS31 y HS58 HS23/36 161 HS23 y HS36
HS19 450 HS19 HS27 280 HS27

HS41 279 HS41 HS31 857 HS5 y HS31
HS53 251 HS53 HS42 440 HS42

HS63 520 HS63 HS57 100 HS57

HS33A 819 HS33 y HS35

el TN TRe go | Mezclapora  Tamafo  Tioo capsuar
HS9 278 HS9 HS11 540 HS11

HS18 653 HS18 HS32 420 HS32

HS22 216 HS22 HS40 636 HS40

HS29 185 HS29 HS52 170 HS52

HS37 541 HS37 HS55 341 HS55

HS44 148 HS44 HS58 85 HS58

HS45 128 HS45 HS60 241 HS60

IpxA 331 C. jejuni

a El complejo HS4A representa: HS4, HS13, HS16, HS43, HS50, HS62, HS64 y

HS65.

® El complejo HS4B representa HS16 y HS64.
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Tabla 6. Protocolo de amplificacion para el PCR multiple de tipificacion capsular.

Temperatur

Pasos a Tiempo Numero de ciclos
:Ir)]tiacsigfturahzamon 95°C 5 minutos 1
Paso 1
94 °C 40 segundos
Ampilificacién 54 °C 30 segundos 29
72°C 45 segundos
Paso 2
Extension final 72°C 2 minutos 1
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V.

RESULTADOS

5.1 Identificacion molecular

Se analizaron 401 (60,48 %) aislamientos de Campylobacter jejuni
obtenidos a partir de 220 pacientes pediatricos, que incluyen 228 (61,96 %)
aislamientos de Pampas de San Juan y 173 (60,7 %) aislamientos de Santa
Clara de Nanay. 262 (39,52 %) aislamientos no fueron considerados para el
analisis de tipificacién capsular, de los cuales 187 aislamientos no fueron
recuperados por técnicas convencionales de cultivo y enriquecimiento y 35
aislamientos no pudieron ser confirmados como C. jejuni mediante PCR. De los
aislamientos que fueron sometidos a tipificacion capsular, 228 (56,86 %)
aislamientos provinieron de Pampas de San Juan 'y 173 (43,14 %) aislamientos
de Santa Clara de Nanay, con respecto al total de aislamientos tipificados
(Anexo 4).

5.2 Distribucion de los tipos capsulares

Se encontré 24 tipos capsulares distintos, de los cuales el complejo
capsular HS4 y los tipos HS3 y HS15 fueron los mas prevalentes con 12,27 %,
10,81 % y 8,73 % del total de tipos capsulares, respectivamente (Figura 6). En
Pampas de San Juan, el complejo HS4 (14,13 %) y el tipo capsular HS15 (10,95
%) fueron los mas prevalentes, en contraste, el tipo capsular mas prevalente en
Santa Clara de Nanay fue el HS3 (14,14 %), seguido por el complejo capsular
HS4 (9,6 %) (Figura 7), sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre proporciones (Anexo 5). Tampoco se observaron diferencias significativas
entre las proporciones de los tipos capsulares encontrados entre edad y
sintomatologia (figuras 8 y 9, anexos 6 y 7, respectivamente). Ademas, los tipos
capsulares HS45 y HS42 fueron encontrados solamente en las muestras
aisladas en Pampas de San Juan, mientras que, los tipos capsulares HS37 y
HS55 fueron hallados solamente en Santa Clara de Nanay (Anexo 4). Es
importante resaltar la prevalencia de los tipos capsulares HS2 (5 %) y HS41 (5,6
%).
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5.3 Analisis de RR

Se evalud el RR de infeccidn por C. jejuni con tipos los capsulares
complejo HS4 y los tipos capsulares HS3 y HS15, por ser los mas frecuentes en
este estudio. Se encontré que el tipo capsular HS15 se encontraba asociado
con una disminucion del 49 % de riesgo de infeccién por C. jejuni en nifios
comparado con nifas, ajustado por edad (Tabla 7). Sin embargo, no se encontrd
RR de

microorganismos con los tipos capsulares complejo HS4 (Tabla 8) y HS3 (Tabla

diferencias significativas entre géneros en el infeccion por
9). Se encontré que el riesgo de infeccion por C. jejuni se incrementa con la
edad para los tipos capsulares HS15, ajustado por género (Tabla 7), y el
complejo HS4 (Tabla 8). No obstante, no se encontré diferencias significativas
en las tasas de infeccion en los primeros afos de vida de los pacientes

analizados en este estudio.

No se encontrd asociacion significativa entre la presentacion clinica
(sintomaticos y asintomaticos) y los tipos capsulares complejo HS4, HS3 y
HS15. No obstante, es importante destacar que se encontré una asociacion
significativa entre los aislamientos con tipos capsulares tipificables y el riesgo
relativo de infeccidn por C. jejuni, ajustado por lugar de estudio y sintomatologia
(Tabla 10).

Tabla 7. Andlisis RR en funcién al tipo capsular HS15 por edad, ajustado por
genero, sintomatologia y lugar de estudio.

Factor RR valor p RR ajustado valor p
Edad 1.04 (0.99-1.10) 0.062 1.05 (1.01 - 1.09) 0.005
Género 0.042 0.034
Femenino 1.00 1.00
Masculino 0.53 (0.29 - 0.98) 0.51 (0.28 - 0.95)
Sintomatico 0.529 0.484
No 1.00 1.00
Si 0.82 (0.45-1.51) 0.81 (0.44 -1.47)
Lugar de estudio 0.556 0.445
Santa Clara
de Nanay 1.00 1.00
Pampas de
San Juan 0.84 (0.47 - 1.50) 0.80 (0.45 - 1.43)
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Tabla 8. Analisis RR en funcién al tipo capsular HS4 por edad, ajustado por género,

sintomatologia y lugar de estudio.

Factor RR valor p RR ajustado valor p
Edad 0.78 (0.64 - 0.95) 0.014 0.78 (0.64 - 0.95) 0.014
Género 0.391 0.610
Femenino 1.00 1.00
Masculino 0.79 (0.46 - 1.36) 0.87 (0.52 - 1.48)
Sintomatico 0.724 0.479
Asintomatico 1.00 1.00
Sintomatico  1.09 (0.66 - 1.83) 1.19 (0.74 - 1.91)
Lugar de estudio 0.118 0.388

Santa Clara

de Nanay 1.00
Pampas de

San Juan 0.64 (0.38 - 1.12)

1.00

0.79 (0.47 - 1.34)

Tabla 9. Andlisis RR en funcién al tipo capsular HS3 por edad, ajustado por género,

sintomatologia y lugar de estudio.

Factor RR valor p
Edad 1.01 (0.95 - 1.08) 0.739
Género 0.254
Femenino 1.00
Masculino 1.38 (0.79 - 2.40)

Sintomatologia
Asintomatico
Sintomatico

Lugar de estudio
Santa Clara de
Nanay
Pampas de San
Juan

0.325

1.00
1.32 (0.76 - 2.31)

0.135

1.00

1.54 (0.88 - 2.69)
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Tabla 10. Analisis RR en funcion a CPS por edad, ajustado por género,
sintomatologia y lugar de estudio.

RR valor p RR ajustado valor p

Edad 0.91 (0.84 - 0.98) 0.011 0.92 (0.87 - 0.98) 0.005
Género 0.256 0.193

Femenino 1.00 1.00

Masculino 0.89 (0.72 - 1.09) 0.89 (0.74 - 1.06)
Sintomatologia 0.001 0.886

Asintomatico 1.00 1.00

Sintomatico  0.70 (0.57 - 0.86) 1.02 (0.76 - 1.37)
Lugar de estudio <0.001 <0.001

Santa Clara

de Nanay 1.00 1.00

Pampas de

San Juan 0.54 (0.45 - 0.65) 0.55 (0.41 - 0.73)

5.4 Reinfecciones y tipos capsulares

De los 220 participantes incluidos en el analisis, 146 de ellos sufrieron
infecciones multiples y recurrentes. En la region amazodnica, 60 pacientes
experimentaron episodios repetidos de infecciones por C. jejuni, los pacientes
fueron infectados entre 2 y 6 veces a lo largo de los 4 afos de duracién del
estudio, los intervalos de infeccién tuvieron una variacion entre una infeccién y
la subsiguiente-de 1 a 180 semanas. Aquellos individuos con infecciones
repetidas, 85 % (n = 34) de las infecciones fueron causadas por cepas de
diferente tipo capsular, mientras que, solamente el 15% (n = 6) participantes
sufrieron infecciones recurrentes por cepas con un mismo tipo capsular. En
Pampas de San Juan de Miraflores, 86 pacientes sufrieron infecciones repetidas
por C. jejuni, de 2 a 15 infecciones dentro de los 15 meses de duracion que tuvo
el estudio. Las infecciones multiples tuvieron un rango de 4 dias entre la primer
a la subsiguiente como el tiempo minimo a 60 dias como el periodo mas largo
entre infecciones recurrentes. De los 86 pacientes, 65 de ellos fueron analizados
por la PCR multiple para identificacion de capsulas polisacaridas, de este grupo,
85 % (n = 55) pacientes fueron infectados por C. jejuni con un tipo capsular
distinto en cada reinfeccion (5 semanas entre una infeccion y la subsiguiente),
mientras que 15 % (n = 10) individuos experimentaron infecciones recurrentes

con aislamientos con un mismo tipo capsular.
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5.5 Analisis comparativo porcentual entre Peru y el resto del mundo
El analisis de las diferencias estadisticas entre proporciones de las
frecuencias absolutas y acumuladas de las CPS halladas en Peru y los
frecuencias absolutas y acumuladas globales demostraron que las CPS difieren

significativamente en algunos tipos capsulares.

Se observaron diferencias significativas en funcion a la frecuencia
absoluta global del complejo HS3 y la frecuencia absoluta en Pampas de San
Juan de Miraflores, Santa Clara de Nanay y la frecuencia acumulada en Peru.
De igual forma, se observd diferencias significativas en las frecuencias
absolutas de los tipos capsulares HS15 y HS53 en Pampas de San Juan de

Miraflores y en la frecuencia acumulada en Peru (tabla 11).

Tabla 11. Analisis de diferencia de proporciones entre las frecuencias absolutas
(Pampas de San Juan y Santa Clara de Nanay) y frecuencias acumuladas (Peru)
en funcién a las frecuencias absolutas a nivel mundial.

Tipo Capsular Pampas de San Juan  Santa Clara de Nanay Perua

HS1/44 0.602 0.711 0.518
HS2 0.352 0.467 0.223
Complejo HS3 0.035 <0.001 <0.001
Complejo HS4 0.833 0.490 0.522
HS15 <0.001 0.153 <0.001
HS23/36 0.870 0.077 0.293
HS53 0.004 0.629 0.018

Se observaron diferencias significativas entre las frecuencias absolutas
del complejo HS3 en Pampas de San Juan, Santa Clara de Nanay en funcion a
la frecuencia absoluta observada en paises desarrollados, asi como la

frecuencia acumulada en Peru (tabla 12).

Asimismo, se observaron diferencias significativas entre las frecuencias
absolutas del complejo capsular HS3 y el tipo capsular HS15 y las frecuencias

absolutas observadas en paises en vias de desarrollo. También se observaron
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diferencias significativas entre las frecuencias acumuladas del complejo

capsular HS3, el tipo capsular HS15 y paises en vias de desarrollo (tabla 13).

Tabla 72. Analisis de diferencia de proporciones entre las frecuencias absolutas
(Pampas de San Juan y Santa Clara de Nanay) y frecuencias acumuladas (Peru)
en funcion a las frecuencias absolutas en paises desarrollados.

Tipo Capsular  Pampas de San Juan Santa Clara de Nanay Peru
HS1/44 0.574 0.693 0.488
HS2 0.260 0.336 0.129
Complejo HS3 0.029 <0.001 <0.001
Complejo HS4 0.571 0.365 0.293

Tabla 8. Analisis de diferencia de proporciones entre las frecuencias absolutas
(Pampas de San Juan y Santa Clara de Nanay) y frecuencias acumuladas (Peru)
en funcion a las frecuencias absolutas en paises en vias de desarrollo.

Tipo Capsular Pampas de San Juan Santa Clara de Nanay Perua
HS1/44 0.743 0.795 0.671
HS2 0.867 0.791 0.999
Complejo HS3 0.213 0.004 0.007
Complejo HS4 0.174 0.824 0.251
HS15 0.007 0.594 0.025
HS23/36 0.906 0.351 0.733
HS53 0.376 0.956 0.587
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VL.

DISCUSION

En este trabajo se reporta la presencia de siete tipos capsulares de
Campylobacter jejuni, que incluye a los complejos capsulares HS4 (12,3 %),
HS3 (10,8 %), HS15 (8,7 %), HS41 (5,6 %), HS10 (5,4 %), HS8/17 (5,2 %) y
HS2 (5 %), representando mas del 53 % del total de infecciones en las
poblaciones pediatricas de dos regiones geograficas en Peru, una costera en
Pampas de San Juan de Miraflores, Lima, y otra amazodnica, en Santa Clara de
Nanay, Loreto. Aunque estos lugares de estudio difieren en condiciones
medioambientales, son similares entre si en referencia a deficientes sistemas
de sanidad, estado socio-econémico y el contacto directo con aves de corral,
todos factores que predisponen a la infeccién por este microorganismo. En
Tailandia, utilizando la misma técnica de tipificacién capsular, se observd que
los 6 tipos capsulares mas frecuentes acumularon mas del 65 % del total de
aislamientos (Poly et al., 2015). En Egipto los 7 tipos capsulares mas frecuentes
sumaron mas del 59 % de aislamientos tipificables (Sainato et al., 2018). En los
Estados Unidos, con un estudio con un numero mas limitado de muestras, se
encontré que 4 tipos capsulares aportaron mas del 63 % de aislamientos
(Garrigan et al., 2014). En Hawai, los 4 tipos capsulares mas frecuentes
representaron el 51 % del total de aislamientos (Ewers et al., 2018).
Recientemente, en el departamento de Loreto, Peru, los 5 tipos capsulares mas
frecuentes contribuyeron con el 49 % del total de aislamientos (Neitenbach et
al., 2019). Los resultados obtenidos en el presente trabajo se encuentran en
concordancia con los hallazgos reportados en las diferentes regiones
estudiadas, en todos los estudios se puede apreciar que un numero reducido de
tipos capsulares contribuyen con mas del 50 % del total de aislamientos
tipificados, con implicancias significativas para el desarrollo de una vacuna

capsular que prevenga la infeccién por C. jejuni.

En este estudio se observé una distribucion relativamente homogénea de
un numero reducido de tipos capsulares circulantes en Peru, siendo los tipos
capsulares complejo HS4, complejo HS3, HS15, HS41, HS10, complejo HS8/17
y HS2 los mas frecuentes. En concordancia con los hallazgos de este estudio,
los tipos capsulares HS2, complejo HS3 y complejo HS4 se encontraban entre
los tipos capsulares mas frecuentes en los estudios realizados utilizando el PCR
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multiple de tipificacion capsular en Estados Unidos (Garrigan et al., 2014), Hawai
(Ewers et al., 2018), Tailandia (Poly et al., 2015), Egipto (Sainato et al., 2018) y
Peru (Neitenbach et al., 2019); asi como también en las frecuencias globales
observadas que utilizaron la técnica de serotipificacion desarrollada por Penner
(Pike et al., 2013). Es importante resaltar las diferencias observadas en el
presente estudio, los tipos capsulares H315 y HS41 se encuentran entre los
mas frecuentes; no asi en las frecuencias globales observadas (Pike et al.,
2013), ni en los estudios realizados en Estados Unidos (Garrigan et al., 2014),
Tailandia (Poly et al., 2015) y Hawai (Ewers et al., 2018). Sin embargo, en los
estudios realizados en Egipto y Peru, las frecuencias observadas el tipo capsular
HS15 son similares a las observadas en nuestro estudio. Ademas, en el
presente estudio se observa una frecuencia superior a la encontrada en todos
los estudios realizados hasta el momento con relacién al tipo capsular HS41, es
importante destacar que este tipo capsular se encuentra asociado al SGB
(Heikema et al., 2015) y que recientemente se encontraron 4 aislamientos de C.
Jejuni con este tipo capsular en pacientes con el SGB, aunque el numero de
muestras es insuficiente para concluir que C. jejuni es responsable del brote del
SGB en Lima el 2019 (Alarico et al., 2019), estudios adicionales podrian dar
mayores luces al respecto. Las diferencias observadas en este estudio y otros
estudios pueden explicarse por el aislamiento regional, ademas de la escaza
informacion de los tipos capsulares circulantes en América del Sur y en nuestro

pais.

En este estudio no se observaron diferencias significativas entre los tipos
capsulares en participantes sintomaticos o asintomaticos. Algunos estudios han
demostrado que la capsula de C. jejuni juega un rol importante en la virulencia
del patégeno (Bacon et al., 2001; Maue et al., 2013), no obstante, no se ha
encontrado evidencia de que se encuentre asociada a la sintomatologia (Crofts
et al., 2018; Guerry et al., 2012; Kim et al., 2018; Neitenbach et al., 2019), como
también se ha demostrado en este estudio. Aunque en este estudio no se
observé una asociacion entre las capsulas y la sintomatologia, se encontré que
a mayor edad existe un mayor riesgo de ser infectado por un microorganismo
con el tipo capsular HS15. Se sabe que las infecciones por C. jejuni son mas
frecuentes en nifos menores de 2 afos (Amour et al., 2016; Lee et al., 2013;
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Platts-Mills y Kosek, 2014a), lo que podria sugerir que los tipos capsulares mas
prevalentes influyan sobre la distribucién de la prevalencia en nifios mayores de
2 afnos, sin embargo, en este estudio no se encontraron diferencias significativas
entre la prevalencia de los tipos capsulares en los participantes de 0 — 24 y 25
— 72 meses de edad, esta asociacidon podria verse influencia por el disefio de
estudio, co — infecciones y el tamafio de muestra, por lo tanto es necesario

realizar mas estudios que confirmen este hallazgo.

Debido a la relacién que tienen los tipos capsulares con el SGB (Heikema
et al., 2015) y el rol estructural en una vacuna capsular conjugada bajo
desarrollo (Poly et al., 2018), es necesario determinar las frecuencias absolutas
y acumuladas de los tipos capsulares a nivel global y establecer diferencias y
similitudes entre las regiones estudiadas, sobre todo en aquellas regiones
donde las prevalencias son altas y la informacion es escaza o nula (Pike et al.,
2013). Para tal fin es que se determind que tipos capsulares circulantes en Peru
tienen frecuencias similares o diferentes a los circulantes en paises

desarrollados, paises en vias de desarrollo y a nivel global.

El analisis de diferencia entre proporciones revelé que no existen
diferencias significativas entre las proporciones observadas en Pampas de San
Juan y las observadas en Santa Clara de Nanay. En relacidon a las similitudes
observadas con paises en vias de desarrollo, no se observaron diferencias
significativas entre las frecuencias absolutas y acumuladas de los tipos
capsulares complejo HS1/44, HS2, complejo HS4, complejo HS23/36 y HS53.
Respecto al analisis comparativo llevado a cabo con paises desarrollados, de
forma similar, no se observaron diferencias significativas entre las frecuencias
absolutas de los tipos capsulares HS1/44, HS2 ni el complejo HS4; ni en las
diferencias acumuladas a nivel global con los tipos capsulares HS1/44, HS2,
complejo HS4, ni el complejo HS23/36. Estos resultados van en concordancia
con lo reportado previamente (Ewers et al., 2018; Garrigan et al., 2014,
Neitenbach et al., 2019; Poly et al., 2015; Sainato et al., 2018), con excepcion
de los tipos capsulares complejo HS23/23 y HS53. Es de gran importancia
resaltar las implicancias de estos hallazgos, una vacuna multivalente deberia

considerar, con la informacién recopilada hasta el momento, los tipos capsulares
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HS1/44, HS2 y el complejo HS4, debido a las frecuencias observadas a nivel
global; ademas, también es importante resaltar que estos mismos tipos
capsulares se encuentran asociados al SGB. No obstante, también se hace
necesario destacar las diferencias significativas, en todos los analisis se puede
observar diferencias significativas con el tipo capsular complejo HS3. En el
analisis comparativo entre paises en vias de desarrollo y regiones, las
diferencias son menores; sélo se observo que 1 de los 7 tipos capsulares, HS15
y el complejo HS3 en Pampas de San Juan de Miraflores y Santa Clara de
Nanay, respectivamente, presentan diferencias significativas con las
frecuencias absolutas observadas en paises en vias de desarrollo; mientras que
en las frecuencias acumuladas estos dos tipos capsulares, complejo HS3 y
HS15, presentas diferencias significativas con las frecuencias observadas en
los paises en vias de desarrollo. Respecto al analisis comparativo entre los
datos presentados en este estudio y las frecuencias absolutas y acumuladas de
paises desarrollados, el analisis se llevd a cabo sélo para los tipos capsulares
complejo HS1/44, HS2, complejo HS3 y complejo HS4; en estos tipos
capsulares solo se observé diferencias significativas entre las frecuencias
absolutas y acumuladas, a nivel regional y nacional, con el tipo capsular
complejo HS3. Debido a la naturaleza multifactorial de la diversidad y
distribucion de los tipos capsulares circulantes, es complicado atribuir uno o mas
factores a las diferencias observadas. Por consiguiente, es probable que los
disefios de estudio, tamafos muestrales, co — infecciones, brotes y exposicion

a animales reservorios de C. jejuni influyan las diferencias observadas.

La técnica de hemaglutinacion pasiva desarrollada por Penner hace mas
de 30 anos, considerada como el “gold estandar” para la tipificacion de C. jejuni,
requiere de antisueros y otros reactivos que son limitados a pocos laboratorios
a nivel mundial (Poly et al., 2015), de esta forma reduciendo la posibilidad de
tipificar a C. jejuni mediante esta técnica. Ademas de lo antes mencionado,
existen algunos kits comerciales de tipificacion capsular que no incluyen todos
los serotipos, proporcionando informacion epidemiolégica incompleta (Pike et
al., 2013). Una limitacién adicional de la técnica es la capacidad de C. jejuni de
modular variablemente la expresion de la CPS (Bacon et al., 2001), lo que
explicaria el porcentaje de aislamientos no tipificables. Adicionalmente, la region
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de biosintesis de la CPS se encuentra entre las tres regiones hipervariables del
genoma de C. jejuni, con capacidad de generar combinaciones variables de
genes de biosintesis de la CPS que repercuten en su estructura final (Sahin et
al., 2017). La técnica empleada en el presente trabajo elimina la limitacion de
acceder a los anti sueros de tipificacion capsular y de la expresién variable de
la CPS. Enfoques similares han sido desarrollados para la tipificacién capsular
de patdogenos como Kilebsiella pneumoniae Cowan et al. 1960
(Enterobacteriaceae) (Chen et al., 2014; Cowan et al., 1960; Turton et al., 2010),
estreptococos del grupo B (Poyart et al., 2007) y variedades invasivas de
Streptococcus pneumoniae Chester 1901 (Streptococcaceae) (Chester, 1901;
Iraurgui et al., 2010). Estas técnicas son utilizadas en paises como Espafia
(Iraurgui et al., 2010) y paises de América Latina (Dias et al., 2007) debido a su
simplicidad y practicidad.

En la técnica de serotipificacibn convencional el porcentaje de
aislamientos no tipificables es de alrededor del 14 % (Pike et al., 2013), mientras
que en este estudio se encontré que el 9 % del total de muestras analizadas no
son tipificables mediante esta técnica. Enfoques similares encontraron que el
2,94 % de muestras no fueron tipificables en los Estados (Garrigan et al., 2014),
el 2,02 % en Tailandia (Poly et al., 2015), 11,8 % en Egipto (Sainato et al., 2018)
y 5 % en Peru (Neitenbach et al., 2019). Los porcentajes de aislamientos
tipificables utilizando el PCR multiple son menores que los reportados utilizando
la técnica convencional de serotipificacion y cercanos a los reportados en Egipto
(Sainato et al., 2018) y el reportado en Peru (Neitenbach et al., 2019) mediante
PCR, no obstante, los porcentajes son elevados si lo comparamos con los
observados en Tailandia (Poly et al., 2015) y los Estados Unidos (Garrigan et
al., 2014). No existe informacion relacionada a la estabilidad espacio-temporal
de las CPS, teniendo en cuenta que C. jejuni es un transformante natural, es
probable que se generen diversas combinaciones de tipos capsulares con
mosaicos genéticos que le proporcionen caracteristicas de virulencia
incrementadas (Karlyshev et al., 2005), como lo observado en un clon de C.
Jejuni SA en los Estados Unidos, con serotipo HS1/8 y un mosaico genético de
varios tipos capsulares distintos (Sahin et al.,, 2017). Esto sdlo realza la

necesidad de continuar realizando estudios epidemiolégicos moleculares que
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permitan determinar de forma rapida, mas precisa y de mayor alcance los tipos

capsulares circulantes en paises endémicos.

En este estudio la mayoria de participantes que sufrieron reinfecciones
por C. jejuni, fueron infectados por un microorganismo con un tipo capsular
distinto en cada ocasion (92 %), esto podria sugerir un cierto nivel de proteccion
inmunitaria luego de cada infeccién. Resultados similares fueron descritos por
Miller y colaboradores (Miller et al., 2005), en su estudio se describen una
cantidad relativamente baja de tipos capsulares, entre ellos los tipos capsulares
HS1/44, HS2 y el complejo HS4, que infectan a nifios con edades comprendidas
entre los 0 y los 4 afios de edad. Ademas, también se ha observado que los
anticuerpos IgG contra C. jejuni incrementan con la edad (Linneberg et al.,

2003), lo cual demuestra una inmunidad adquirida a este microorganismo.

Por el contrario, los participantes que tuvieron infecciones repetidas por
C. jejuni con tipos capsulares idénticos en cada reinfeccion representan el 8 %
del total. Hallazgos similares se han descrito en diversos estudios, entre ellos,
en un estudio de voluntarios inmunocompetentes a ser infectados por C. jejuni
CG8421 no se observo proteccion ante un desafio con una cepa homodloga, a
pesar de encontrar titulos elevados de anticuerpos IgG e IgA después de la
primera infeccion (Kirkpatrick et al., 2013). En otro estudio se observé que un
paciente inmunocompetente no desarroll6 respuesta inmune adquirida después
de una reinfeccion por C. jejuni (Baqgar et al., 2010). De forma similar, no se
observo un incremento de citoquinas proinflamatorias ni anticuerpos contra C.
Jejuni CG8421 (Fimlaid et al., 2014) La ausencia de respuesta ante la infeccion
por C. jejuni se ha observado en aquellas personas que se encuentran en los
extremos etarios (Peterson, 1994). Ademas, es posible que algunos pacientes
sean portadores asintomaticos y que sigan excretando al microorganismo por
varias semanas, estudios han reportado casos similares (Baqar et al., 2010). En
un caso aun mas resaltante, un paciente excreté por diez afios una cepa de C.
Jejuni ST45 y aunque no fueron reportados datos sobre respuesta inmune, se
observo la evolucion del microorganismo ante los diferentes antimicrobianos
recetados al paciente, asi como 129 polimorfismos de nucleétido simples no-
sindbnimas y 29 mutaciones por insercion-delecion, generando un total de 159
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proteinas diferentes entre los diversos clones aislados a lo largo de los diez afios
(Bloomfield et al., 2018).

Los hallazgos del presente estudio tienen implicancia a nivel
epidemioldgico e inmunoldgico. Los datos aqui reportados son de relevancia
para el desarrollo de una vacuna capsular conjugada, permitiran determinar que
estrategias a seguir para el desarrollo de la misma y asi generar una vacuna
que incluya los tipos capsulares mas prevalentes circulantes en diversas
regiones, sobre todo en aquellas donde las prevalencias de infecciones por C.
Jejuni son elevadas. Ademas, como se menciond previamente, existen algunos
tipos capsulares asociados al SGB (Heikema et al., 2015), algunos de ellos son
prevalentes en el presente estudio, en particular el tipo capsular HS41 que ha
sido recientemente reportado en aislamientos de C. jejuni en un brote importante
del SGB en Lima el aino 2019 (Alarico et al., 2019; Gavilan et al., 2019). Los
hallazgos aqui reportados contribuirian a guiar en las medidas a tomar por parte
de las autoridades sobre las medidas de vigilancia y control de brotes
importantes de este microorganismo y, de esta forma, reducir su impacto en la

salud publica.
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VILI.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré que solo siete tipos capsulares, complejo
HS4 (12,3%), complejo HS3 (10,8%), HS15 (8,7%), HS41 (5,6%), HS10 (5,4%),
complejo HS8/17 (5,2%) y HS2 (5%), representan el 53% del total de aislamientos.

No se observo asociacion estadistica significativa entre los tipos capsulares

y la sintomatologia, edad y lugar de estudio en las muestras analizadas.

Se observo diferencias significativas entre las frecuencias observadas en
Peru y a nivel mundial sélo con los tipos capsulares complejo HS3, HS15 y HS53.
Esto tiene implicancias epidemioldgicas y en las consideraciones a tener en cuenta

en el desarrollo de una vacuna capsular conjugada.
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VIIL.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de vigilancia prospectivos en hospitales,
sobre todo en pacientes pediatricos, que incluyan la deteccion todos los tipos

capsulares de C. jejuni.

Para determinar la estabilidad espacio temporal de los tipos capsulares, se
recomienda analizar aislamientos de C. jejuni de afos anteriores de muestras

fecales humanas y de aves de corral.

Debido a la asociacion entre los tipos capsulares y el SGB, se recomienda
realizar estudios prospectivos de los tipos capsulares de C. jejuni aislados en

muestras fecales de pacientes con este sindrome.
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X. ANEXOS

Tablas suplementarias.

Anexo 1. Heptosas y genes diana reconocidos en cada tipo capsular por el PCR
multiple de tipificacidén capsular.

Tipo Genes Genes de Genes de Desoxi- Estructura de la
capsular MeOPN Heptosas heptosas heptosa

HS6/7 - - - N/A

HS9 - - - N/A

HS21 - - - N/A

HS27 - - - N/A

HS38 - - - N/A

HS55 - - - N/A

HS57 - - - N/A

HS1 + - - N/A

HS18 + - - N/A

HS19 + - - N/A

HS22 + - - N/A

HS37 + - - N/A

HS63 + - - N/A

HS2 + + ) Sl-uoc-é\{lﬁ-eop;gpglcero-l-

HS33/35 + + - N/A

HS8/17 - + + N/A

HS11 - + + N/A

HS12 - + + N/A

HS32 - + + N/A

HS40 - + + N/A

HS41 - + + 6-Desoxi-B-p-altro-Hepp

HS42 - + + N/A

HS45 - + + N/A
6-Desoxi-a y B-pD-mano-

HS53 - " . o ey P

HS58 - + + N/A

HS60 - + + N/A

HS3 + + + 6-Desoxi-a-p-ido-Hepp

?osn‘:plejo + + + 6-Desoxi-B-p-ido-Hepp

HS5/31 + + + N/A

HS10 + + + N/A

HS15 + + + 6-Desoxi-a-gulo-Hepp

HS29 + + + N/A

HS23/36 + + + 6-Desoxi-a-p-ido-Hepp
6-Desoxi-3Me-a-p-altro-
Hepp
D-gicero-a-p-altro-Hepp
3Me-p-glicero-a-p-altro-
Hepp

HS44 + + + N/A

HS52 + + + N/A

*N/A: No aplica
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Anexo 2. Primers utilizados en cada mezcla maestra para la identificacion de los
tipos capsulares en el PCR multiple de tipificacion capsular.

Tipo

Tamano del

capsular producto* Primer forward Primer reverse
Mezcla alfa
HS2 62 CAGCATTGGAGGATTTACAATATAT CATCCTAGCACAACTCACTTCA
ﬁgg‘plejo 149 GGTAAGGTTGATTCTGGGTTTAAT AGATTAGGCCAAGCAATGATAA
HS4 A 370 TATATTTGGTTAGGGATCCA CCTAACATATCATACACTACGGT
HS6/7 185 CATACATTTGCTTTCAGATTCTTTAC ACACGCCTATTGTTGTTGTTC
HS10 229 TCTTATGCAGCACGCTGAT CAAATTCAATCGACTAGCCACT
HS15/31/58 325 ACAGGTAATAAAATGTGCGAGTTT ATGCATCTGCAACATCATCC
HS41 279 CTTACATATGCTGGTAGAGATGATATG TGCAATCTCTAAAGCCCAAG
HS53 251 AGGCAAGCAGGAATTGTTT TTAATTGCTCTTTGGCAATCTT
HS19 450 CGAGGATGAAAATGCCTCAA GGCAACAAACAAACATATTCAGA
HS63 522 AAATTTGTTTTTCATATTTTTACGG TTAGGTGCGGTTACCAAAGG
HS33/35 819 GTAGCGGATCAGCAGCATTA CATCAAAATCATCTTTTAACACCAA
Mezcla beta
HS1 610 TTGGCGGTAAGTTTTTGAAGA GCAAGAGAAACATCTCGCCTA
HS4 B 652 GTGGACATGGAACTGGGACT AAAACGTTTAAAGTCAGTGGAAA
HS8/17 342 TTCACGTGGAGGATTATTGG TTGAACATTTCATGTGTATTCCCTA
HS23/36 161 GCTTGGGAGATGAATTTACCTTTA GCTTTATATCTATCCAGTCCATTATCA
HS42 440 ATGGTAAAACCGGCATTTCA ATGCTTCAGTTCCACCCAAA
HS57 100 GGGGTAAAATAGCCAATATTCCA CCAACAAGCCATATTTGTTTTTC
HS12 201 GGAGGTAAAACGATATTCTCCTTAAA TGAAGATTTTGAATGGATGTGTG
HS27 280 GAATAAATATTGCTTCCATACTTTCAA GCAAAATGAGAATCTCCACCA
HS21 801 TGGATGGGATATTGATGACAA CCCTGGAAGAGTATGGGACA
HS5/31 857 GGCAAAGAGCTTTATTTTGTTGA GCCGTAGCAACATCAAATACA
Mezcla gama
HS44 148 AGAAGATGCACTAGGCTCTAG GCTATCTAATTCCATCCCTG
HS5/32/45/60 128 TCCACTTGGGATGAAAAGGA ACCGCATACTTTGAGCCTGT
HS29 185 CCCATATTTAAACAATGGAGTGA TCATACTTTGAAAAACATTATCTGGA
HS22 216 TCATGGAGCTGGAACAACAG GCTGGAACTTCTTTTGCAATC
HS9 278 AAAACTATTAGCTTGATTTTACCTTGG GCGAAAGACGGATTGTTCAT
HS37 541 TGGATGAAGGGGACTTATGG TGGTTTGAAGAGCATCAGCA
HS18 653 CAGCTATAAATCATGGGTATTGGA GTAATCAATACATTTTTCCTTGCTT
IpxA 331 ACAACTTGGTGACGATGTTGTA CAATCATGDGCDATATGASAATAHGCCAT
Mezcla delta
HS32/58 85 TCCGGAAAAATTTTATTTAGATTCTC AACAATACCAGGATACCAATCTTCA
HS52 170 AAAACACGCTATTAATCATGGTGAC ATGTAGGCCAAGTTATACAACCTTTT
HS60 241 GAAATCATTTTTATGATATTGTGGTT TCACAGTCACAATAAATAGCCAAA
HS55 341 GAGATGGTGGTGGTCATCAA ACGTTGCAACCAATCCTTTG
HS32 420 GCATACCAGATGGCTTTGG AATGCAGCGTGCTTCTTATTT
HS11 540 GAATTGGACATAACCACGGAAT ATGCAAAGTGCACATATTCTCC
HS40 636 CAACCCTTGGATGACAATAGAGA ACCGTCAATATCATCAGGATTTA
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Anexo 3. Porcentajes de tipos capsulares identificados por serologia a nivel mundial
(Pike et al. 2013).

Porcentajes observados

CPS Paises en vias de desarrollo  Paises desarrollados Total
(n=20172) (n = 1222) (n =21394)

HS4 8,2 17,5 15,3
HS2 5,0 16,5 13,5
HS1/44 5,0 9,0 8,2
HS11 - 3,5 3,1
HS5/31 4,3 2,6 2,9
HS8/17 3,5 2,8 2,8
HS6/7 - 2,9 2,4
HS3 3,7 2,1 2,2
HS23/36 3,3 - 1,7
HS53 2,9 - 0,7
HS15 2,9 - 1,1
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Anexo 4. Tabla resumen de las caracteristicas demograficas del Pampas de San Juan de Miraflores y Santa clara de Nanay.

Poblacion _Geénero Edad Muestras Mug;sotras No NoC.  Rmemovidos
(n) Masculino  Femenino (meses) diarreicas ... cultivables  jejuni
(%) (%) diarréicas
Pampas de
San Juan de 99 446 554 214t 45 333 109 6 35
Miraflores 17.77
3:?:::;';” 174 42.4 57.6 29 +/-17.14 202 83 78 29 5
28.2 +/-

Total 273 17 54 247 416 187 35 40
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Anexo 5. Proporcion de los tipos capsulares por lugar de estudio.

Localidad
CPS Pampas de San Santa Valor p .C.
Juan Clara

HS1//44 1.77 1.01 0.9387 -0.1725 0.1885
HS2 3.89 6.57 0.7699 -0.2039 0.1499
HS3 8.48 14.14 0.5283 -0.2265 0.1145
HS4 14.13 9.60 0.6271 -0.1258 0.2158
HS5/31 4.24 5.05 0.9202 -0.1864 0.1684
HS6/7 4.24 2.02 0.9396 -0.2526 0.2346
HS8/17 4.59 6.06 0.8674 -0.1919 0.1619
HS10 6.01 4.55 0.8730 -0.1613  0.1913
HS11 2.83 1.52 0.9011 -0.1659 0.1919
HS15 10.95 5.56 0.6012 -0.1209 0.2289
HS18 1.41 0.51 0.9415 -0.1709 0.1889
HS19 0.71 0.51 0.9836 -0.1782 0.1822
HS21 1.77 4.04 0.8252 -0.2009 0.1569
HS23/36 2.47 7.58 0.6384 -0.2281 0.1261
HS29 1.77 1.01 0.9387 -0.1725 0.1885
HS37 0.00 2.02 - - -

HS40 1.06 6.06 0.7284 -0.2296 0.1296
HS41 5.30 6.06 0.9287 -0.1846 0.1686
HS42 2.83 3.54 0.9381 -0.1848 0.1708
HS44 2.83 0.51 0.8905 -0.1564 0.2024
HS45 1.77 0.00 - - -

HS52 1.06 0.00 - - -

HS53 6.36 2.53 0.7362 -0.1385 0.2165
HS55 0.00 2.02 - - -

’Elr?iﬁcable 9.54 7.58 0.8352 -0.1548 0.1928
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Anexo 6. Proporcion de los tipos capsulares por edad.

Edad en meses (%)

CPS 0-24 25 .79 Valor p I.C.
HS1//44 2.02 0.85 0.9266 -0.175 0.1946
HS2 6.48 3.42 0.7506 -0.136 0.1959
HS3 11.74 9.83 0.8197 -0.15 0.1904
HS4 15.79 8.55 0.4582 -0.1 0.2402
HS5/31 5.26 3.85 0.9123 -0.164 0.1844
HS6/7 3.24 3.42 1.0000 -0.088 0.0882
HS8/17 4.05 6.41 0.8254 -0.191 0.1509
HS10 6.48 4.27 0.8237 -0.148 0.1882
HS11 2.02 2.56 0.9165 -0.194 0.1735
HS15 7.29 10.26 0.7330 -0.198 0.1382
HS18 1.62 0.43 0.8866 -0.117 0.1572
HS19 0.81 0.43 0.9201 -0.128 0.1479
HS21 2.02 3.42 0.9125 -0.18 0.1603
HS23/36 4.05 5.13 0.9107 -0.183 0.1631
HS29 0.81 2.14 0.9266 -0.195 0.1746
HS37 0.40 1.28 - - -
HS40 3.24 2.99 1.0000 -0.173 0.173
HS41 4.86 6.41 0.9103 -0.182 0.1622
HS42 4.45 1.71 0.8515 -0.16 0.1995
HS44 0.81 2.99 0.8744 -0.207 0.167
HS45 1.21 0.85 1.0000 -0.178 0.178
HS52 0.81 0.43 0.9201 -0.128 0.1479
HS53 2.83 6.84 0.7053 -0.218 0.1378
HS55 0.00 1.71 - - -
No tipificable 7.69 9.83 0.8225 -0.193 0.153
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Anexo 7. Proporcion de los tipos capsulares por sintomatologia.

Sintomatologia

CPS , L _ L Valor p I.C.
Asintomatico  Sintomatico

HS1//44 1.57 1.23 0.9685 -0.1827 0.1907
HS2 3.45 8.02 0.6335 -0.2283 0.1363
HS3 10.66 11.11 0.9648 -0.1825 0.1745
HS4 11.91 12.96 0.9019 -0.1879 0.1659
HS5/31 5.33 3.09 0.8397 -0.1635 0.2075
HS6/7 4.39 1.23 0.8290 -0.1532 0.2172
HS8/17 5.64 4.32 0.8958 -0.1710 0.1970
HS10 5.96 4.32 0.8665 -0.1674 0.2014
HS11 2.19 2.47 0.9746 -0.1907 0.1846
HS15 8.78 8.64 0.9827 -0.1785 0.1825
HS18 1.25 0.62 0.9534 -0.1807 0.1947
HS19 0.63 0.62 1.0000 -0.1854 0.1854
HS21 1.25 5.56 0.7236 -0.2298 0.1438
HS23/36 3.76 6.17 0.7950 -0.2085 0.1605
HS29 1.88 0.62 0.9261 -0.1737 0.1997
HS37 0.94 0.62 0.9771 -0.1823 0.1883
HS40 1.25 6.79 0.6751 -0.2406 0.1306
HS41 4.70 7.41 0.7673 -0.2098 0.1558
HS42 3.76 1.85 0.8713 -0.1696 0.2076
HS44 2.51 0.62 0.9047 -0.1671 0.2051
HS45 1.25 0.62 0.9534 -0.1807 0.1947
HS52 0.94 0.00 - - -

HS53 5.33 3.70 0.8758 -0.1688 0.2008
HS55 0.94 0.62 0.9771 -0.1823 0.1883
’[\il;;ﬁcable 9.72 6.79 0.7721 -0.1526 0.2106

71



	CONTENIDO
	Lista de tablas
	Lista de figuras
	Lista de abreviaturas
	RESUMEN
	ABSTRACT
	I. INTRODUCCIÓN
	II. ANTECEDENTES
	2.1 Campylobacter
	Microbiología
	Capsulas polisacáridas
	Descubrimiento de la cápsula polisacárida de C. jejuni
	Funciones de las CPS
	Tipos, genética y biosíntesis
	Composición química
	O-metil-fosforamidato (MeOPN)
	Tipificación capsular de C. jejuni mediante PCR múltiple
	Problema de la investigación
	Importancia del estudio

	III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	3.1 Hipótesis
	3.2 Objetivos
	A. Objetivo general
	B. Objetivos específicos

	IV. MATERIALES Y MÉTODOS
	4.1 Población
	4.2 Pampas de San Juan de Miraflores, Lima
	4.3 Criterios de selección y definición de caso
	4.4 Recolección, transporte y procesamiento de muestras
	4.5 Comunidad rural Santa Clara de Nanay, Loreto
	4.6 Criterios de selección y definición de caso
	4.7 Recolección, transporte y procesamiento de muestras
	4.8 Muestra
	4.9 Cultivo y confirmación de especie
	4.10 Cultivo
	4.11 Extracción de ADN
	4.12 Identificación y confirmación de especie
	4.13 Tipificación capsular
	4.14 Electroforesis y determinación del tipo capsular
	4.15 Análisis demográfico y estadístico
	4.16 Análisis de frecuencias y diferencia de proporciones
	4.17 Análisis de riesgos relativos

	V. RESULTADOS
	5.1 Identificación molecular
	5.2 Distribución de los tipos capsulares
	5.3 Análisis de RR
	5.4 Reinfecciones y tipos capsulares
	5.5 Análisis comparativo porcentual entre Perú y el resto del mundo

	VI. DISCUSIÓN
	VII. CONCLUSIONES
	VIII. RECOMENDACIONES
	IX. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	X. ANEXOS
	Tablas suplementarias.


