CAPITULO 2.10.8.

CAMPYLOBACTER JEJUNIY
CAMPYLOBACTER COLI

RESUMEN

Campylobacter jejuni y C. coli son las especies de Campylobacter aisladas con mayor frecuencia
en enfermos humanos infectados y se pueden transmitir directamente de los animales a los
humanos por contacto o por consumo y manipulacion de alimentos de origen animal.

Tanto C. jejuni como C. coli colonizan normalmente el tracto intestinal de la mayoria de los
mamiferos y de las aves (especialmente pollos, patos y pavos). Generalmente, esta colonizacion
es persistente, a veces con emisiones externas del agente patégeno intermitentes, y normalmente
sin sintomas clinicos. La contaminacion fecal de la carne (especialmente de la carne de aves)
durante su procesado se considera la mayor fuente de toxinfeccion alimentaria humana. La
colonizacion de Campylobacter en animales de compafiia jévenes y en animales de produccion de
alimento (gatitos, cachorros, lechones, cordero y terneros), en algunos mamiferos pequefios
utilizados para estudios experimentales (hurones y ratas) y en varias especies aviares puede
asociarse con una enfermedad intestinal, pero no esta claro si Campylobacter es el agente
causante. En los humanos se pueden producir infecciones extraintestinales, incluyendo
bacteremia, y algunas secuelas de la infeccién, tales como polineuropatias, pueden ser graves,
aunque se presentan con poca frecuencia. Se desconoce la prevalencia de tales complicaciones
en animales. Tanto C. jejuniy C. coli, como C. fetus, se pueden aislar de fetos abortados bovinos y
ovinos, presumiblemente como consecuencia de translocacién a través de la mucosa intestinal o
por infecciones ascendentes.

Aislamiento del agente: En mamiferos y aves, la deteccion de la colonizacion intestinal se basa
en el aislamiento del organismo en las heces, frotis rectales y/o contenidos del ciego. En el caso de
fetos abortados, Campylobacter se puede aislar del estomago del feto, de la placenta y de los
drganos internos. La contaminacién de los productos alimenticios de origen animal se detecta por
aislamiento de Campylobacter directamente o después de enriquecimiento selectivo. Se han
descrito métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de
Campylobacter en muestras fecales/intestinales y en muestras de carne enriquecida.

Identificacién del agente: Campylobacter jejuni y Campylobacter coli son bacterias termofilas,
Gram negativas, muy moviles, que necesitan condiciones microaerébicas a 37-42°C para su
crecimiento optimo. Se necesitan medios de agar que contengan antibiéticos selectivos para aislar
estas bacterias de muestras fecales/intestinales y de muestras de carne enriquecidas.
Alternativamente, se puede aprovechar su alta movilidad utilizando técnicas de filtracién para su
aislamiento. Se pueden necesitar técnicas de enriquecimiento para organismos que hayan sido
dafiados por estrés ambiental, como cambios términos, deshidratacion, oxigeno atmosférico,
pérdida de nutrientes y shock osmatico, por ejemplo durante el transporte de la muestra. También
se pueden utilizar técnicas de enriquecimiento para detectar campilobacters cuando se presentan
en cantidades bajas (por ejemplo en muestras de carne).

La confirmacion preliminar de aislados debe llevarse a cabo mediante microscopia 6ptica. Los
organismos caracteristicos son bacterias Gram negativas, y, en la fase de crecimiento logaritmico,
son pequefias y en forma de S. En cultivos mas viejos, predominan las formas de cocos. Cuando
se examinan con el microscopio de contraste de fases, los organismos tienen un movimiento
rapido y caracteristico como el de un sacacorchos. La identificacién de los fenotipos se basa en
reacciones bajo diferentes condiciones de crecimiento. Se pueden utilizar pruebas bioquimicas y
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moleculares para confirmar varias especies de Campylobacter. Generalmente, C. jejuni se puede
distinguir de todos los demas campilobacters mediante la hidrélisis de hipurato.

Existen varios métodos fenotipicos para subtipificar C. jejuni y C. coli incluyendo serotipificacién y
tipificacion por fagos, pero los reactivos que se necesitan para estas técnicas tienen una
disponibilidad restringida. Recientemente, se han desarrollado métodos de tipificacién molecular y
se usan ampliamente con fines epidemioldgicos. No existen relaciones obvias entre subtipos y
patogenicidad.

Pruebas seroldgicas: Las aves y los mamiferos colonizados, asi como los humanos infectados,
desarrollan respuestas con anticuerpos circulantes a C.jejuni/coli. No existen pruebas serolégicas
validadas para la deteccidon de infecciones por Campylobacter, sino que se pueden utilizar en
enzimoinmunoensayo preparaciones simples de antigenos complejos incluyendo proteinas
superficiales extraibles por acido.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagnéstico: No existen vacunas efectivas
disponibles para la prevencion de infecciones por Campylobacter entérico en aves o mamiferos.

A. INTRODUCCION

El género Campylobacter comprende varias especies (34). Los miembros de este género son tipicamente
bacterias Gram negativas, que no forman esporas, con forma de S o espiral (0,2-0,8 um de ancho y 0,5-5 um de
largo), con flagelos polares aislados a uno o a ambos extremos, lo que le confiere una movilidad caracteristica,
como la de un sacacorchos. Estas bacterias son microaerdfilas, pero algunas pueden crecer también
aerobicamente o anaerdbicamente. No fermentan ni oxidan los carbohidratos. Algunas especies, particularmente
C. jejuni, C. coliy C. lari, son termdfilas, y crecen 6ptimamente a 42°C. Pueden colonizar superficies mucosas,
generalmente del tracto intestinal, en la mayoria de las especies de mamiferos y de aves probadas. La especie
C. jejuni comprende dos subespecies ( C. jejuni subespecie jejuni y C. jejuni subespecie doylei) que pueden
diferenciarse sobre la base de la reduccidon del nitrato (la subespecie doylei no reduce el nitrato). La subespecie
jejuni se aisla mas facilmente que la subespecie doylei. Campylobacter jejuni y C. coli son las especies
patégenas mas importantes, porque son agentes zoondsicos. Por tanto, este capitulo se centrara en estas
especies, a menos que se manifieste lo contrario. Campylobacter fetus, el agente causal de la campilobacteriosis
genital bovina, se revisa en el Capitulo 2.3.2.

En humanos susceptibles, la infeccion por C. jejuni/coli se asocia con enteritis aguda y dolor abdominal que dura
hasta 7 dias o méas. Aunque tales infecciones son autolimitadas, pueden producirse complicaciones, como
bacteremias, sindrome de Guillain-Barré, artritis reactiva y aborto (29).

Los campilobacters son la causa principal de enfermedades intestinales bacterianas en humanos identificadas en
muchos paises industrializados (32). Mas del 80% de los casos estan producidos por C. jejuni y alrededor del
10% de los casos, por C. coli. Otras especies de Campylobacter, tales como C. consisus, C. upsaliensis, C. lari y
C. fetus, también pueden asociarse con diarrea en humanos. La deteccion de tales campilobacters es poco
comun en el mundo industrializado pero mas normal en los paises en desarrollo (17). Ya que la incidencia de la
infeccion en humanos de los paises industrializados se estima alrededor del 1% de la poblacién por afio, la carga
social y econdmica de esta enfermedad es significativa (12). Se cree que, basicamente, la fuente de infeccién por
C.jejuni/coli en humanos es la manipulacién y/o el consumo de carne contaminada, especialmente carne de aves
de corral. Sin embargo, el contacto con animales domésticos y con ganado, el consumo de agua contaminada o
de leche cruda y los viajes a zonas donde la enfermedad es frecuente se consideran factores de riesgo para la
enfermedad en el hombre (12). El control de Campylobacter en la cadena alimenticia se ha convertido en el
objetivo méas importante de las agencias responsables de la salud alimentaria a nivel mundial.

Generalmente, Campylobacter jejuni y C. coli se consideran comensales de ganado, animales domésticos y
aves. Sin embargo, también se han asociado con enfermedades en varios hospedadores. No esta claro hasta
gué punto Campylobacter es el agente causante de la enfermedad o si puede colonizar mejor bajo determinadas
condiciones, por ejemplo, los contenidos liquidos del intestino. En perros y gatos, especialmente animales
jovenes o animales sometidos a estrés, se asocia al C. jejuni con diarrea (11, 33), y ésta es una fuente de
infeccion humana bien reconocida (32). Los perros y gatos son también frecuentemente colonizados por
C. upsaliensis (perros) y C. helveticus (gatos) (3). Se han descrito brotes de enteritis asociada con
Campylobacter en algunos animales incluyendo grupos de reproduccion de primates no humanos e incluso
pequefios mamiferos criados en laboratorio. Se han aislado grandes cantidades de Campylobacter de ganado
joven con enteritis, incluyendo lechones, corderos y terneros, pero también se encuentran organismos en
animales sanos. En las aves, especialmente aves de corral, la enfermedad es rara, a pesar de los altos niveles
de colonizacion con C. jejuni o C. coli. Se han descrito brotes de hepatitis aviar, pero el papel patogénico de
Campylobacter spp. en estos brotes no esta claro. Una posible excepcién son los avestruces, en las cuales se
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produce enteritis y muerte asociada con Campylobacter en los animales jévenes. Los Campylobacter spp. se
encuentran con frecuencia en aves salvajes (7, 36).

Campylobacter jejuni, C. coli, C. hyointestinalis y C. sputorum, asi como C. fetus (Capitulo 2.3.2), también
pueden asociarse con infecciones en el tracto reproductor (21). En el ganado, todas estas cepas se pueden
asociar con aborto. En ovejas hasta el 20% de los abortos asociados con Campylobacter se deben a C. jejuni o
C. coli. Tales infecciones, son presumiblemente consecuencia de traslocacion del tracto gastrointestinal a través
de una ruta ascendente.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. Identificacion del agente

Se esta revisando actualmente (14) el procedimiento ISO (Organizacion Internacional de Estandarizacion)
existente para el método horizontal de deteccion de Campylobacter termotolerantes en alimentos y piensos
animales (13). Se esta desarrollando un procedimiento ISO adicional para el aislamiento de Campylobacter del
agua (ISO/CD 17995:2002). Sin embargo, ninguno de estos métodos estandar pueden ser los éptimos para el
aislamiento de campilobacters en animales vivos.

Las muestras que se recolectan son las muestras fecales o intestinales (ciego) de aves de corral (pollos, pavos,
gallinas ponedoras, etc.) y de mamiferos productores de carne (ganado vacuno, ovejas y cerdos) y animales
domésticos (perros y gatos). En el matadero, se recogen muestras de piel o de carne. En casos esporadicos, por
ejemplo, en avestruces jovenes, los campilobacters se asocian con enfermedades entéricas e, incluso, muerte.
En tales casos, y en fetos abortados, los campilobacters se recuperan de muestras de intestino, higado y bazo
tomadas post-mortem.

Los campilobacters son organismos bastante dificiles de cultivar. Su recuperaciéon del material fecal o de los
intestinos se puede llevar a cabo:

. Aprovechando la rapida movilidad y el pequefio tamafio de campilobacters en relacién con otra flora
intestinal, permitiendo que estos organismos pasen a través de los filtros de membrana sobre medio de
crecimiento en agar, o

. Usando agar que contenga antibidticos selectivos, incluyendo generalmente varias combinaciones de
cefoperazona, anfoteracina-B, trimetoprim, vancomicina, etc., y

. La recuperacion de C. jejuni y C. coli terméfilo utilizando los medios anteriores se puede mejorar por
crecimiento selectivo a la temperatura éptima de crecimiento de 42°C, lo que puede inhibir el crecimiento de
bacterias contaminantes.

a) Recogida de muestras
i) Aves de corral

Se ha descrito que las aves de corral son colonizadas sobre todo por C. jejuni (65-95%), con menos
frecuencia por C. coli y raramente por otras especies (23). Los indices de colonizacion en pollos estan
relacionados con la edad. La mayor parte de las poblaciones son negativas hasta los 2-3 meses de
edad. Una vez que se produce la colonizacion por Campylobacter en poblaciones avicolas, la
transmision por coprofagia es extremadamente rapida y pueden llegar a colonizarse en 72 horas hasta
el 100% de las aves dentro de una explotacién. Las muestras de aves vivas, destinadas a la cadena
alimenticia, deberian tomarse tan proximas al momento del sacrificio como sea posible (23). La
mayoria de las aves albergan grandes cantidades de organismos (>108 unidades formadoras de
colonias por g de heces). Los campilobacter se pueden aislar a partir de vertidos fecales recientes.
Para la deteccion fiable de Campylobacter por cultivo, se deberian recoger heces recién evacuadas
(preferiblemente sin trazas de orina). Se debe impedir que tales muestras se sequen antes del cultivo.
Cuando se utilizan frotis, se debe utilizar un medio de transporte (como Amies, Cary Blair o Stuart).

ii)  Ganado vacuno, ovejas y cerdos

Los campilobacters son colonizadores frecuentes del intestino de ganado vacuno, ovejas y cerdos
(2, 37, 38). El ganado vacuno y las ovejas son colonizados fundamentalmente por C. jejuni, C. coli,
C. hyointestinalis y C. fetus, mientras que los cerdos son colonizados predominantemente por C. coli.
En mamiferos jévenes, la proporcion es més alta que en animales mas viejos. En estos ultimos, los
organismos se pueden detectar intermitentemente en las heces, probablemente debido al bajo nimero
0 a emisiones intermitentes del agente. Han de tomarse muestras recientes (muestras rectales si es
posible) y se debe impedir que se sequen. Cuando se utilizan frotis, se debe utilizar un medio de
transporte (como Amies, Cary Blair o Stuart).
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i)

Perros y gatos

Ocasionalmente, se asocia a C. jejuni con enfermedad clinica en animales domésticos jovenes,
particularmente enteritis. En tales casos la cantidad de organismos vertida puede ser alta. Los perros y
los gatos se encuentran colonizados frecuentemente por C. upsaliensis (perros) y C. helveticus (gatos)
(3). Las muestras fecales recogidas deben ser recientes y se debe impedir que se sequen. Cuando se
utilizan frotis, se debe utilizar un medio de transporte (como Amies, Cary Blair o Stuart).

Organos internos (corazén, bazo, higado o contenidos estomacales)
Los érganos se extraen post-mortem en condiciones asépticas y se envian al laboratorio el mismo dia.
Muestras de matadero

En las aves de corral, generalmente se utilizan los ciegos para la deteccion de Campylobacter. Se
pueden cortar con tijeras estériles de la parte restante del intestino y mandarlos intactos al laboratorio
en una bolsa de plastico o placa Petri. Para establecer el estado de un lote de animales al final de la
cadena de sacrificio, se deben recoger muestras de piel (piel del cuello o del pecho) o se pueden
llevar a cabo lavados generales del cuerpo del animal muerto, almacenando el liquido de lavado como
muestra a analizar posteriormente.

Las muestras de ganado vacuno, ovejas y cerdos se pueden recoger de los intestinos mediante
apertura aséptica de la pared del intestino o tomando frotis rectales. Las muestras de carne se pueden
recoger y transportar al laboratorio en una bolsa estéril.

La importancia de Campylobacter en el suministro de alimento ha sido revisada por Jacobs-Reitsma
(15).

b) Transporte y tratamiento de muestras

i)

i)

i)

Transporte

Los campilobacters son muy sensibles a las condiciones ambientales, incluyendo deshidratacion,
oxigeno atmosfeérico, luz solar y temperatura elevada. Por tanto, el transporte al laboratorio y posterior
procesado deben hacerse tan rapido como sea posible (preferiblemente el mismo dia, y si no dentro
de los dos dias siguientes). Las muestras no deben transportarse como frotis secos, ya que los
campilobacters se secarian y moririan rapidamente. Un medio de transporte adecuado aumenta la
probabilidad de mantener campilobacters cultivables en muestras de frotis. Las muestras se deben
proteger de la luz.

No se puede recomendar una temperatura ideal para el transporte, pero esté claro que la congelacion
o las temperaturas altas pueden reducir la viabilidad. Se deben evitar temperaturas altas (>20°C),
temperaturas bajas (<0°C) y fluctuaciones en la temperatura. Durante el procesado de laboratorio, las
muestras deben mantenerse a temperatura ambiente durante periodos cortos (para evitar choques
términos innecesarios). Cuando el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y el procesado es
largo, se aconseja un almacenamiento a 4(x2) °C. Se deben seguir los procedimientos para
transporte, resumidos en el Capitulo I.1.1. Métodos de muestreo.

Medios de transporte

Frotis: Se recomienda el uso de tubos de transporte, conteniendo medios y frotis. Estos estan
disponibles comercialmente. El medio para los tubos debe ser Amies, un agar simple o un medio con
base de carbdn vegetal. La funcién del medio no es el crecimiento de Campylobacter sino proteger a
las muestras de la sequedad y de los efectos téxicos del oxigeno.

Cuando solamente se puedan recoger cantidades pequefias de muestras fecales/del ciego y no haya
tubos de transporte disponibles, se recomienda el envio del espécimen en medios de transporte. Se
han descrito varios medios de transporte: Cary-Blair, Cary-Blair modificado, medio Stuart modificado,
medio Campytioglicolato, agua con peptona alcalina y medio de prueba de movilidad semisélida. Se
han descrito buenos resultados de recuperacion utilizando Cary-Blair (18, 28).

Tratamiento de las muestras

Las muestras han de procesarse tan pronto como lleguen al laboratorio, preferiblemente el dia de
llegada o, al menos, durante los 3 dias siguientes. Para evitar variaciones en la temperatura, las
muestras deberian refrigerarse Unicamente cuando no se puedan procesar el mismo dia; de otra
forma, se deben mantener a temperatura ambiente. Cuando las muestras se envian o se mantienen
en el laboratorio a 4°C, debe dejarse que se equilibren a temperatura ambiente antes de su
procesado, para evitar choques térmicos.

. Para muestras fecales o intestinales, no se necesita ningln tratamiento, y se pueden poner
directamente sobre medios selectivos. Cuando se utiliza el método de filtracién, se lleva a cabo
una suspension de las heces (generalmente 1 en 10) en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) y diluida de forma que se puedan poner gotas de la suspensién sobre el filtro.
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. Los ciegos se abren asépticamente cortando el extremo con tijeras estériles y el material se saca
fuera, exprimiéndolo para su procesado.

. Los contenidos del estomago fetal se inoculan directamente sobre un medio de cultivo adecuado.
Los 6rganos internos o trozos de los 6rganos se pasan por la llama después de meterlos en
alcohol (70%) para esterilizar la superficie, y posteriormente se homogenizan. El homogenado se
inocula en el medio de cultivo.

. Las muestras de piel se juntan (hasta completar una cantidad total de 25 g) y se transfieren a un
medio de enriquecimiento. Las muestras de carne se pueden incubar en un medio de
enriquecimiento o se pueden lavar, y el medio de lavado se afiade a un medio de
enriguecimiento. Si se utilizan grandes volimenes, por ejemplo lavados de animales muertos, se
puede utilizar una solucién salina estéril y afadirla a un volumen igual de medio de
enriguecimiento de doble concentracion.

c) Aislamiento de Campylobacter

El aislamiento de Campylobacter de muestras fecales o intestinales se lleva cabo, generalmente, mediante
colocacion directa sobre el medio selectivo o utilizando el método de filtracion sobre agar no selectivo. Se
recomienda el enriquecimiento para aumentar la sensibilidad del cultivo de microorganismos potencialmente
estresado por las condiciones ambientales o en caso de bajos niveles de organismos en las heces de, por
ejemplo, ganado vacuno, ovejas y cerdos. Sin embargo, el enriqguecimiento de estas Ultimas muestras no se
lleva a cabo rutinariamente. Generalmente, los productos de piel y carne necesitan enriquecimiento para el
cultivo de cantidades bajas de campilobacters (estresados). Después del enriquecimiento selectivo, las
muestras se subcultivan sobre medios selectivos solidos.

i)

Medios selectivos para aislamiento

En la actualidad hay muchos medios en uso para el cultivo bacterioldgico de Campylobacter spp.
Corry et al. (9, 10) proporcionan una descripcion detallada de las novedades en la detecciéon de
Campylobacter y la variedad de métodos existentes. Los medios selectivos se pueden dividir en dos
grupos fundamentales: medios que contienen sangre y medios que contienen carbon. Los
componentes de la sangre y del carbdn sirven para eliminar los derivados toxicos del oxigeno. La
mayor parte de los medios estan disponibles comercialmente. La selectividad de los medios viene
determinada por los antibidticos utilizados. Se utilizan cefalosporinas (generalmente cefoperazona), a
veces en combinacidén con otros antibidticos (por ejemplo vancomicina, trimetroprim). Se utiliza
cicloheximida (actidiona) y mas a menudo anfotericina B para inhibir a las levaduras y a los hongos
(20). La principal diferencia entre los medios es el grado de inhibicion de la flora contaminante. Todos
los agentes selectivos permiten el crecimiento de C. jejuni y C. coli. No existe ningun medio disponible
que permita el crecimiento de C. jejuni e inhiba el de C. coli o viceversa. Hasta cierto punto, otras
especies de Campylobacter (por ejemplo C. lari, C. upsaliensis, C. helveticus, C. fetus y
C. hyointestinales) pueden crecer en la mayoria de los medios, especialmente a la temperatura menos
selectiva de 37°C. Si fuera necesario, se deberian determinar las especies del Campylobacter aislado.

Ejemplos de caldos de enriquecimiento selectivos:

Caldo Bolton

Caldo Preston

Caldo Exeter

Caldo Park y Sanders

CCDB (caldo con deoxicolato, cefoperazona y carbon)

Ejemplos de medios solidos selectivos con sangre:

Agar Preston
Agar Skirrow
Agar Butzler
Campy-cefex

Ejemplos de medios sélidos con base de carbdn

. mCCDA (agar modificado con deoxicolate, cefoperazona y carbdn), version ligeramente
modificada de la CCDA descrita originalmente) (5, 6).

. Agar Karmali o CSM (medio de carbdn selectivo) (17)

. Agar CAT (cefoperazona, anfotericina y teicoplanina), facilitador del crecimiento de

C. upsaliensis (1).
Inoculacion de medios

Para muestras que no necesiten enriquecimiento, se extiende directamente una pequefia cantidad
(alrededor de 0.1 g utilizando un asa) sobre un medio selectivo sélido para facilitar el aislamiento de
colonias aisladas.
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d)

i)

iv)

Para muestras que necesiten enriquecimiento (por ejemplo muestras de piel y carne), se diluyen 25 g
del material a 1/10 en medio de enriquecimiento. Las muestras de carne o las canales completas de
pollo se pueden lavar con solucién salina o PBS, después de lo cual se afiade un volumen de este
liquido de lavado a nueve volimenes de medio de enriquecimiento. Se pueden afiadir volimenes mas
grandes de liquido de lavado a un volumen igual de caldo de enriquecimiento de doble concentracion.
Cuando se usan muestras de carne mas pequefias para el analisis, se pueden lavar con liquido de
enriquecimiento, que se incuba posteriormente.

Para fines de investigacion se pueden enriquecer frotis fecales/del ciego. Se colocan en 10 ml de
caldo de enriquecimiento, bien individualmente o bien juntos, y se incuban.

Filtracion pasiva

La filtracion pasiva evita el uso de medios selectivos y es, por tanto, muy Util para el aislamiento de las
especies de Campylobacter mas sensibles a los antimicrobianos. Este método fue desarrollado por
Steele & McDermott (30). Para filtracion pasiva, las heces se mezclan con PBS (aproximadamente a
dilucién de 1/10) para producir una suspension. Aproximadamente 100 pl de esta suspension se
depositan cuidadosamente sobre un filtro de 0,45 o 0,65 um, que se ha colocado previamente sobre
una placa de agar sangre no selectiva. Ha de tenerse cuidado de no dejar que el inéculo se derrame
sobre el borde del filtro. Se deja que las bacterias se muevan a través del filtro durante 30-45 minutos
a 37°C o temperatura ambiente. Después se quita el filtro, el fluido que ha pasado a través del filtro se
extiende con un asa de vidrio estéril o con un extensor de plastico, y la placa se incuba
microaerébicamente a 42°C (0 a 37°C para aislar también especies que no sean C.jejuni/C.coli).

Incubaciéon
. Atmoésfera

Se necesitan atmoésferas microaerdbicas de 5-10% de oxigeno, 5-10% de diéxido de carbono (y
preferiblemente 5-9% de hidrogeno) para un crecimiento optimo (10, 34). Se pueden producir
condiciones atmosféricas microaerébicas adecuadas mediante diferentes métodos. En algunos
laboratorios, se utilizan evacuaciones repetidas del contenido de una jarra de gas seguidas de
sustitucion de la atmosfera con gases embotellados. Hay disponibles kits generadores de gas de
fuentes comerciales. Si se trata de grandes cantidades de cultivos resultan mas adecuados los
incubadores de atmdsfera variable.

Para enriquecimiento, no se necesita ninguna atmosfera especifica cuando se utiliza un pequefio
espacio de cabeza (<2 cm) en la botella de enriquecimiento, siempre que la tapa esté bien sellada.

. Temperatura de incubacion

Los medios se pueden incubar a 37°C o 42°C, pero es una practica comun incubar a 42°C para
minimizar el crecimiento de contaminantes y para seleccionar el crecimiento 6ptimo de C.jejuni/C.coli.
Se afladen los agentes fungostéaticos: cicloheximida o anfotericina para impedir el crecimiento de
levaduras y hongos a 37°C (6). En algunos laboratorios, la incubacion se produce a 41,5°C para
armonizar con los protocolos de aislamiento de Salmonella y Escherichia coli 0157 (13, 14). Para
enriquecimiento, se utilizan a veces protocolos especificos en los que se aumenta la temperatura
durante el tiempo de incubacion para recuperar las células dafiadas subletalmente.

. Tiempo de incubacion

El caldo de enriquecimiento se incuba durante 24-48 horas y se siembra por extensién sobre un medio
selectivo sdélido.

Generalmente Campylobacter jejuni y C. coli manifiestan crecimiento sobre medios sélidos en 24—
48 horas a 42°C. Se recomiendan 48 horas de incubacion para el diagndstico rutinario, ya que el
namero adicional de muestras positivas obtenidas mediante incubacion prolongada es muy bajo (6).

Identificaciéon sobre medio sélido

En agar Skirrow u otros medios solidos que contengan sangre, las colonias caracteristicas de
Campylobacter son ligeramente rosadas, redondas, convexas, suaves y brillantes, con un borde
regular. En medios con base de carbén tales como mCCDA, las colonias tipicas son grisaceas, planas
y himedas, con tendencia a extenderse, y pueden tener brillo metalico.

Confirmacion

Se necesita un cultivo puro para pruebas confirmativas, pero se puede obtener una confirmacion preliminar
mediante examen microscopico directo del material con colonias sospechosas.

Las pruebas confirmativas de la presencia de campilobacters termoéfilos y su interpretacion (14) se
proporcionan en el Cuadro 1. Los resultados de las pruebas de confirmacion se confirman utilizando
controles positivos y negativos.
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Cuadro 1. Pruebas confirmativas de Campylobacter termdfilos

Prueba confirmatoria Resultado para Campylobacter terméfilo
Morfologia Bacilos curvados pequefios
Movilidad Caracteristica (muy moéviles y con forma de sacacorchos)
Oxidasa +

Glucosa(TSl) -
Lactosa (TSI) -
Sacarosa (TSI) -
Gas (TSI) -

Produccion de H,S (TSI) — (se pueden producir trazas de ennegrecimiento en presencia de C.coli)

Crecimiento a 25°C -

TSI = agar hierro con azUcar triple

Examen microscopico de morfologia y movilidad: el material de una colonia sospechosa se suspende
en solucion salina y se evaluan, preferiblemente mediante un microscopio de contraste de fases, sus
caracteristicas, como bacilos delgados curvos o espirales con movilidad en forma de sacacorchos. Los
cultivos mas viejos muestras formas cocoides menos méviles.

Deteccion de oxidasa: Obtener material de una colonia sospechosa y colocarlo en papel de filtro
mojado con reactivo de oxidasa. La aparicién en 10 segundos de color violeta o azul intenso significa
que la reaccion es positiva. Si se utiliza un kit de prueba de la oxidasa disponible comercialmente, hay
que seguir las instrucciones del fabricante.

Fermentacion de azlcares y produccion de sulfhidrico: EI medio de agar con hierro y triple aztcar
(TSI) se inocula por extension longitudinal sobre la superficie del agar inclinado y por picadura en la
base (el extremo del medio TSI en el tubo). Incubar microaerébicamente a 42°C durante 24-48 horas.
Interpretar los resultados como en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Interpretacion de los resultados en agar TSI

Apariencia Interpretacién

Extremo:
Amarillo Positivo a glucosa (fermentacién de glucosa)
Rojo o sin cambios Negativo a glucosa (sin fermentacién de glucosa)
Negro Formacion de sulfhidrico (H,S)
Burbujas o grietas Produccioén de gas a partir de glucosa

Superficie inclinada:

Amarillo Positivo a lactosa y/o sacarosa (utilizados uno o ambos
azlcares)
Rojo o sin cambios Negativo a lactosa y sacarosa (ningun aztcar utilizado)

Crecimiento a 25°C: Inocular el cultivo puro en una placa de agar sangre no selectivo e incubar a 25°C
en atmdsfera microaerébica durante 48 horas.

Pruebas de aglutinacion de latex disponibles comercialmente para confirmacion de cultivos puros de
C. jejuni/C. coli (incluyendo a menudo también C. lari).

Identificacién de Campylobacter a nivel de especie

Entre las especies de Campylobacter spp. que crecen a 42°C, las que se encuentran mas frecuentemente
en muestras de origen animal son C. jejuni y C. coli. Sin embargo, se han descrito frecuencias bajas de
otras especies. Generalmente, C. jejuni se puede diferenciar de otras especies de Campylobacter sobre la
base de la hidrdlisis de hipurato, ya que es la Unica especie que da positiva a hipurato. Se ha descrito la
presencia de cepas de C. jejuni negativas a hipurato (31). El cuadro 3 proporciona algunas caracteristicas
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fenotipicas clasicas béasicas de las especies méas importantes de Campylobacter termdéfilos (14). Una de las
caracteristicas probadas més frecuentemente ha sido la sensibilidad al &cido nalidixico, pero actualmente
puede ser dificil de interpretar porque se ha producido un aumento en las cepas de C. jejuni y C. coli
resistentes al acido nalidixico, y en el aislamiento de genogrupos de C. lari sensibles al acido nalidixico. Se
han descrito programas de especificacion mas extensos en la literatura (25, 34). Los resultados de la
especificacion deberian confirmarse utilizando controles positivos y negativos definidos.

La especificacion bioquimica puede suplementarse e incluso reemplazarse por métodos moleculares. Se
han descrito algunas sondas de ADN y ensayos de identificacion basado en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para especies de Campylobacter (25, 34). On et al. (26) evaluaron la especificidad de
11 ensayos de identificacion basados en PCR para C. jejuniy C. coli.

Cuadro 3. Caracteristicas fenotipicas basicas de especies termdfilas seleccionadas de Campylobacter.

Caracteristicas C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis

Hidrolisis de hipurato + - - —

Catalasa + + + —o ligero

Acetato de indoxil + + - +

Cefalotina R R R S
Clave: + = positivo; — = negativo; S = sensible; R = resistente

i) Deteccion de hidrdlisis de hipurato: Suspender un asa de cultivo de una colonia sospechosa en 400 pl
de un solucion de hipurato sédico al 1% (ha de tenerse cuidado de no incorporar agar). Incubar a 37°C
durante 2 horas, después afiadir lentamente 200 pl de solucion de ninhidrina al 3,5% a un extremo del
tubo para forma una capa superpuesta. Reincubar a 37°C durante 10 minutos y leer la reaccion.
Reaccidn positiva: azul/violeta oscuro. Reaccion negativa: clara o gris. Si se utilizan discos de prueba
de hidrdlisis de hipurato disponibles comercialmente, seguir las instrucciones del fabricante.

ii)  Deteccion de actividad catalasa: Colocar una colonia sospechosa sobre un porta de vidrio. Poner una
gota de H,0, al 3% sobre el material bacteriano. Examinar inmediatamente la produccion de gas, lo

gue indica actividad catalasa. La prueba es positiva si aparecen burbujas de gas en 30 segundos.

iii) Deteccion de hidrélisis de acetato de indoxil: Poner una colonia sospechosa sobre un disco de acetato
de indoxil y afiadir una gota de agua destilada estéril. Si el acetato de hidroxil se hidroliza se produce
un cambio de color a azul oscuro en 5-10 minutos. Si no hay cambio de color significa que no se ha
producido la hidrdlisis.

iv) Prueba de sensibilidad a cefalotina: La sensibilidad a cefalotina se prueba mediante la técnica de
difusion como se ha descrito anteriormente (14, 27).

Deteccion molecular de Campylobacter

Se han presentado previamente en la literatura métodos basados en PCR para la deteccion de
Campylobacter en muestras de heces animales y en muestras de carne enriquecida (24, 25). Uno de estos
ensayos esta en uso en Dinamarca para analisis rutinario de frotis de cloacas de pollos en el matadero
(4, 19). Hay al menos una prueba de PCR disponible comercialmente para muestras de carne después del
enriquecimiento.

Pruebas basadas en la captura del antigeno

Existen varios enzimoinmunoensayos disponibles comercialmente para la deteccion de Campylobacter en
muestras de deposiciones animales. Una de estas pruebas se ha usado para muestras de ciegos de pollo
(n = 42) con una sensibilidad del 91% y una especificidad del 64% (35). Para la deteccion de
Campylobacter en muestras de alimento enriquecidas, hay al menos dos ensayos comerciales en el
mercado.

Pruebas seroldgicas

Aunque la colonizacion intestinal, sintomatica o no, se asocia con respuestas de anticuerpo circulante y de las
mucosas, no se han validado pruebas serologicas desarrolladas para la identificacion de mamiferos o aves
infectadas. Sin embargo, se pueden utilizar preparaciones simples de antigenos complejos en un
enzimoinmunoensayo (ELISA). Los antigenos mas frecuentemente utilizados para detectar respuestas de
anticuerpos son las proteinas de superficie extraibles con acido (EA) (8). Primariamente estas comprenden la
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flagelina y una serie de proteinas de superficie periféricas llamada proteinas PEB. Ha de tenerse en cuenta que
los flagelos de Campylobacter contienen epitopos de reaccion cruzada antigénica con otros organismos
intimamente relacionados, como los helicobacters.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

No existen vacunas desarrolladas especificamente para C. jejuni o C. coli en animales o aves. Sin embargo,
estd actualmente en desarrollo para su utilizacion en humanos una vacuna oral monovalente de
células enteras muertas de C. jejuni (cepa 81176), combinada con un adyuvante de toxina de E. coli
modificada l&bil al calor, y este enfoque experimental podria aplicarse a aves y mamiferos
(www.armymedicine.army.mil/lusammda/info196.pdf).

Se pueden producir antisueros dirigidos contra campylobacters mediante la hiperinmunizaciéon de conejos,
cabras, etc. (22). Los conejos se pueden inmunizar intramuscularmente con una suspension bacteriana tratada
con formalina (0,3% de formalina durante 30 minutos y lavar después en PBS) en un adyuvante apropiado. Los
conejos se reinoculan a intervalos de 14 dias con una serie de inyecciones subcutaneas del mismo antigeno.
Para obtener antisueros reactivos para multiples serotipos de C.jejuni/coli, los animales deberian inmunizarse
secuencialmente con diferentes cepas, preferiblemente de serotipos diferentes. Ha de ponerse de manifiesto que
los antisueros producidos de estas forma reaccionaran con la mayor parte de las especies de Campylobacter,
incluyendo C. hyointestinalis y C. fetus asi como con Helicobacter spp.
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