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RESUMEN

El género Campylobacter, tanto C. jejuni como algunas es-
pecies hipurato-negativas y géneros relacionados, son la prin-
cipal causa de gastroenteritis en nuestro entorno a lo largo de
todo el afo. El objetivo del presente estudio es determinar la
sensibilidad de cepas hipurato negativas de Campylobacter
spp. y de Helicobacter pullorum aislados de heces diarreicas
humanas. Se estudiaron 39 cepas de Campylobacter coli, dos
de C lariy cinco de Helicobacter pullorum identificadas por
espectrometria de masas MALDI-TOF. La sensibilidad a amoxi-
cilina-clavulanico, eritromicina, azitromicina, gentamicina, ci-
profloxacino, levofloxacino, tetraciclina, tigeciclina y cloranfe-
nicol se determind por E-test. La mayoria de las cepas de
Campylobacter hipurato-negativos y H. pullorum estudiadas
presentaron una elevada resistencia a las dos fluoroquinolonas
probadas y a la tetraciclina. Por otro lado, todas las cepas fue-
ron sensibles a amoxicilina-clavulanico, a tigeciclina y a clo-
ranfenicol, mientras que la mayoria lo fueron a los macrélidos
y a la gentamicina.

Palabras Clave: Campylobacter hipurato negativo, Helicobacter pullorum,
sensibilidad antibidtica.

Antimicrobial sensitivity of hippurate-negative
Campylobacter and Helicobacter pullorum
strains isolated from patients with diarrhea

ABSTRACT

C. jejuni as well as some hippurate-negative Campylobac-
ter species and related diarrheagenic organisms, are the lead-
ing cause of gastroenteritis in our environment all throughout
the year. The aim of the present study was to determine the
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sensitivity of hippurate-negative Campylobacter and Heli-
cobacter pullorum strains isolated from the stools of patients
with diarrhea. We tested 39 Campylobacter coli, two C. lari
and five Helicobacter pullorum strains identified by mass spec-
trometry analysis. The sensitivity to amoxicillin-clavulanic acid,
erytrhomycin, azithromycin, gentamicin, ciprofloxacin, lev-
offoxacin, tetracycline, tigecycline and chloramphenicol was
tested by E-test. Most hippurate-negative Campylobacter and
H. pullorumisolates studied showed high resistance to tetracy-
cline and to the two fluorquinolones tested. On the other side,
all strains were sensitive to amoxicillin-clavulanic acid, tigecy-
cline and chloramphenicol, while most of them were sensitive
to both macrolides tested and to gentamicin.

Key Words: hippurate-negative Campylobacter, Helicobacter pullorum, an-
timicrobial sensitivity.

INTRODUCCION

Las especies del género Campylobacter son la principal
causa de infecciones gastrointestinales humanas en nuestro
entorno a lo largo de todo el afio. Las principales especies im-
plicadas son C. jejuniy C. coli que en nuestro laboratorio repre-
sentan, respectivamente, un 80% y 199% del total y, con menor
prevalencia, otras especies hipurato-negativas como C. lari, C.
upsaliensis, C. concisus, C. fetus y C. curvus. Actualmente, es-
pecies del género Helicobacter estan emergiendo como pato-
genos entéricos en humanos, siendo una de las mds importan-
tes H. pullorum'2.

La mayoria de las gastroenteritis bacterianas no requiere
tratamiento antibiotico ya que suelen ser autolimitadas. En los
casos que deban ser tratados con antibidticos, ciprofloxacino
suele ser el farmaco mas recomendado. Sin embargo, en las gas-
troenteritis por Campylobacter spp. y Helicobacter productores
de diarrea, el fadrmaco de eleccion es la eritromicina; otras alter-
nativas serian fluoroquinolonas y tetraciclinas®4, aunque el conti-
nuo aumento de resistencias y la mayor frecuencia de estas etio-
logias en nifios desaconseja su utilizacion en la clinica®®.

El objetivo del presente estudio es determinar la sensibili-
dad de cepas hipurato negativas de Campylobacter spp. y de
Helicobacter pullorum aislados de heces diarreicas humanas.
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MATERIAL Y METODOS

Tabla 1 Resultados de sensibilidad a los 9 antimicrobianos

Microorganismos en estudio. Se estudiados en las 41 de cepas de Campylobacter spp. y

estudiaron 41 cepas de Campylobacter 5 de H. pullorum.
spp. hipurato negativas (39 C. coli y dos
de C. lari) y cinco cepas de Helicobacter
pullorum aisladas de heces diarreicas. La Antibidtico CMI,, (mg/L) CMIy, (mg/L) Rango (mg/L)
identificacion de género y especie se reali- AieTie-te. daaliie 15 4 <025-8
z6 por espectrometria de masas MALDI- o
TOF (matrix-associated laser A ! 256 0.25-2256
desorption/ionization time of flight) (Bru- ~Aditromicina 0.25 256 £0.125-2256
ker GmbH, Leipzig, Alemania)’®. Hasta su Gentamicina 075 256 0,25-2256
estudio en lotes, las cepas se mantuvieron Ciprofloxacino 32 32 <0,064-232
congeladas a -20 °C en leche desnatada o :
en viales ViaBank® (Corsham Wiltshire, Levofloxacino 32 32 Sl
Reino Unido). Para su descongelacion, las Tetraciclina 256 256 £0,125-2256
muestras se inocularon en agar Columbia Tigeciclina 0,02 0,05 <0,016-0,064
suplementado con 5% de sangre de cor- Cloranfenicol 2 6 1-8

dero (Biomérieux, Marcy I'Etoile, Francia) e

incubadas a 42 °C en atmodsfera microae-
rofila (BD Gaspak EZ, Sparks, Maryland,
EEUU) durante 24 horas.

Estudios de sensibilidad. La sensibilidad se determind
por E-test (AB Biodisk, Solna, Suecia). Las cepas se diluyeron en
agua estéril hasta una turbidez de 0,5 de Mc Farland y se ino-
cularon en agar Miller-Hinton suplementado con 5% de san-
gre de cordero (Biomérieux, Marcy I'Etoile, Francia) incubado a
42°C durante 24 h en atmdsfera microaerofila (BD Gaspak EZ,
Sparks, Maryland, USA). Los antibioticos estudiados fueron
amoxicilina-clavulanico, eritromicina, azitromicina, gentamici-
na, ciprofloxacino, levofloxacino, tetraciclina, tigeciclina y clo-
ranfenicol. La CMI, definida como la concentracion mas baja de
antimicrobiano en la que no se observo crecimiento, se registro
a las 24 h de incubacion. Como control se utilizd C. coli ATCC
43478. Seqgun estandares CLSI, se consideraron los siguientes
puntos de corte de resistencia: ciprofloxacino =4 mg/L, levo-
floxacino =8 mg/L, tetraciclina =16 mg/L, gentamicina =16
mg/L y cloranfenicol =32 mg/L. El punto de corte de resisten-
cia a tigeciclina se fijo en >0,5 mg/L segun criterios EUCAST.
Dada la falta de criterios uniformemente estandar sobre pun-
tos de corte de resistencia en Campylobacter para otros anti-
microbianos, los de eritromicina, azitromicina y amoxicilina-
clavulanico se fijaron siguiendo el criterio de estudios previos*:
>16 mg/L, =4 mg/Ly =32 mg/L, respectivamente.

RESULTADOS

Los resultados de sensibilidad, expresados como CMI,, y
CMl,, (concentraciones que inhiben el crecimiento del 50% vy
del 90% de las cepas, respectivamente) y el rango de CMI se
muestran en la tabla 1. La distribucion de dichas CMI a lo largo
de todo el rango de sensibilidad se muestra en la tabla 2.

Todas las cepas estudiadas fueron sensibles a amoxicilina-
acido clavulanico, tigeciclina y cloranfenicol. La mayoria fue-
ron sensibles a macrolidos (85% para eritromicina y azitromici-

na) y gentamicina (89%), mientras que se observo un mayor
numero de cepas resistentes a fluoroguinolonas (85% para ci-
profloxacino y 70% para levofloxacino) y a tetraciclina (76%).

DISCUSION

Actualmente, los métodos basados en espectrometria de
masas, MALDI-TOF, estan considerados de referencia para la
identificacion de Campylobactery Helicobacter’. Sin embargo,
no ocurre lo mismo para la determinacion de la CMI. Aunque
existen diversos procedimientos para determinar la susceptibi-
lidad in vitro, como difusion en disco, microdilucion en caldo o
E-test, ninguno de ellos se encuentra estandarizado para estas
bacterias'®. Esto dificulta la comparacion de resultados entre
distintos estudios. La lectura del E-test es relativamente subje-
tiva debido a las condiciones especiales para el crecimiento de
Campylobacter y géneros afines; no obstante, el E-test es un
método sencillo de realizar que no requiere el uso de instru-
mentacion especial. Por esta razon, en el presente trabajo se
eligio este ultimo método para realizar la sensibilidad de las
cepas estudiadas.

Los datos obtenidos muestran una distribucion bimodal de
las CMI de quinolonas y tetraciclinas y una agrupacién mas
homogénea de las cifras de CMI en el resto de los antibioticos
probados, con alguna cepa resistente en el caso de los macroli-
dos y gentamicina.

Nuestros resultados indican que no hubo diferencias sig-
nificativas en el numero de cepas resistentes a eritromicina y
azitromicina. Teniendo en cuenta que la eritromicina es el anti-
microbiano de eleccion, cuando sea necesario administrar un
tratamiento antibiotico, las cepas resistentes in vitro a eritro-
micina lo son también a azitromicina, por lo que tedricamente
no seria una alternativa a considerar. Ademas, nuestros datos
muestran que los aislados de C. coli resistentes a macrdlidos
presentan también resistencia a las fluoroquinolonas y a otros

214 Rev Esp Quimioter 2011;24 (4): 213-216 54



P. Bascufana, et al.

Sensibilidad antimicrobiana de cepas hipurato-negativas de Campylobacter spp. y de Helicobacter

pullorum aisladas de enfermos con diarrea

Tabla 2 Distribucion de las CMI de varios antibioticos para las cepas de Campylobacter
hipurato-negativas y de Helicobacter pullorum.
Nimero de cepas de Campylobacter hipurato-negativas y de Helicobacter pullorum en cada CMI (mg/L)
<0,016 002 0,03 0064 0125 025 0,5 0,75 1 2 4 8 16 32 64 128 2256
Amox.-clav. 2 5 7 9 16 6 1
Eritromicina 7 5 3 14 g 1 7
Azitromicina 9 18 11 1 7
Gentamicina 1 15 16 8 1 5
Ciprofloxacino 1 4 2 1 1 37
Levofloxacino 4 3 7 4 5 23
Tetraciclina 6 5 1 1 3 2 28
Tigeciclina 21 10 9 6

Cloranfenicol

grupos de antibidticos como gentamicina o tetraciclina, crean-
dose cepas multirresistentes; estos datos concuerdan con los
obtenidos en estudios previos*'°. Otros autores proponen que
los pacientes infectados con una cepa resistente a eritromicina
o0 a fluoroquinolonas presentan mayor riesgo de prolongacion
de la diarrea'!, enfermedad invasiva o incluso la muerte que los
infectados con cepas sensibles'. Este incremento de cepas re-
sistentes a los antibioticos, especialmente a macrolidos y qui-
nolonas, se cree que esta relacionado con el uso de antibioticos
presentes en la alimentacion de animales productores de ali-
mentoss1%3. En nuestro estudio, de las cepas resistentes a
fluoroquinolonas, 85% lo fueron a ciprofloxacino y 70% a le-
vofloxacino. Segun estos datos, las fluoroquinolonas deberian
ser sustituidas por otras alternativas para el tratamiento de la
gastroenteritis por Campylobacter hipurato-negativo y H. pu-
llorum, en caso de que sea necesario administrar antibidticos.

La sensibilidad a las tetraciclinas difiere entre las estudia-
das ya que todas las cepas fueron sensibles a tigeciclina y solo
11 (249%), presentaron sensibilidad a tetraciclina. Dado que la
tigeciclina se ha mostrado muy eficaz in vitroy que la principal
via de excrecion del antibidtico inalterado es la via fecal, la ti-
geciclina podria ser evaluada como una buena opcion para el
tratamiento de la gastroenteritis por Campylobacter spp. y H.
pullorum en adultos, aunque no seria recomendable en nifos.
De igual manera, el cloranfenicol tampoco seria una buena op-
cion en paises con otras alternativas por sus potenciales efec-
tos secundarios. Todas las cepas probadas en nuestro estudio
fueron sensibles a amoxicilina-clavuldnico, pudiendo conside-
rarse una buena alternativa terapéutica en caso de no poder
utilizar un macrolido.

En conclusion, los aislados de Campylobacter hipurato-
negativos y H. pullorum estudiados presentaron una elevada
resistencia a las dos fluoroquinolonas probadas y a la tetraci-
clina. Por otro lado, todas las cepas fueron sensibles a amoxici-
lina-clavulanico, a tigeciclina y a cloranfenicol, mientras que la
mayoria lo fueron a los macrolidos y a la gentamicina.
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