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PROLOGO

Durante el curso impartido por la Universidad Autdénoma de
Querétaro denominade "Actualizacidn en Bacterioclogia Médica" se
hizo notar la importancia del género Campylobacter por dos

motivos:

1.- Se ha visto que las especies de Campylobacter entéricces,
principalmente C. Jjejuni, C. coli y C. fetus se encuentran con la
misma frecuencia que Salmonella y Shigella, sin embargo, éste
microorganismo no se busca de rutina en los laboratorios de

anadlisis clinicos.

2.- Asi mismo, para C. pyvlort que es un agente etioldgico

causante de gastritis.

Es por éstos motivos que se realizd una revisidn
bibliografica, para conocer mejor las caracteriticas culturales de
éste género, y realizar su busqueda en los laboratorios de

anilisis clinicos.




CAMPYLOBACTER
0. INFORMACION GENERAL

1.1 INTRODUCCION.

El reconocimiento de Campylobacter  jejunt Cy especies
relacionadas) como una causa comiun de enteritis humana ha llegado
a ser bien establecida desde los dltimos 10 afios, parece ser,
con mucho,la especie mas importante desde el punto de vista de las
enfermedades humanas.' Varios estudios indican que C. Jejuni
es la bacteria que mas comunmente causa infecciones gastrointes
tinales, excediendo algunos padecimientos causados por Salmonella
y Shigella. Debido a que para su cultivo se requiere una tensidén
baja de oxigeno y una temperatura <&ptima de 42°C, no es muy comun
aislarlo en el laboratorio. Ademas se requiere de un cultivo
selectivo antes de que el organismo pueda ser reconocido de
muestras diarreicas en individuos infectados.

Campylobacter C(Coriginalmente Vibrio fetus), fue reconocido
inicialmente en 1912 en asociacién con infertilidad infeccicsa y
en abortos de ovejas Yy ganado. E. O. King fue la primera
investigadora en mencicnar que campylobacter, que crecia a 42°c
Ccampylobacter termofilico), causaba enteritis en humanos. Ella
los llamé "vibrios relacionados®™ porque su morfologia estructural
Cen forma de curvad), semejaba a Vibrio ssp. Conforme se hizo mas
sofistificada la clasificacidn usada, el organismo fue renombrado
por Veron y Chatelain Campylobacter (del griego, vara curva) vy

Jejunt (del griego, flacod.?

(¢ 8] LENNETTE.E. N. Manual de Microbiologia Clinica. Editorial Medica
Panamericana. Mexico. 1989, 3:72
2 DOYLE MICHAEL,P. Foodborn Bacterial Pathogens. Marcel Dekker

Inc. 19080:72.




Despues de ver la evidencia epidemiolégica se considerd a
los alimentos en la transmisién del organismo a humanos. Los
requerimientos éptimos del microorganismo de temperatura y niveles
reducidos de oxigeno se proveen dentro del canal intestinal de las
aves y en la sangre tibia de animales domésticos. Muchos estudios
han sido hechos invelucrando factores epidemiclédgicos en enteritis
por campylobacter. Estos estudios han identificado alimentos como
las mAs importantes causas de infeccidn por C. jejuni. La leche
cruda es uno de los vehicules que han sido reportados y aves poco
cocinadas han sido implicados epidemioclégicamente, como los mas
importantes vehiculos que contribuyen a infecciones en humanos por

Campylobacter. .

1.2 HISTORIA.

En 1938 inicidé una epidemia de gastroenteritis entre los
habitantes de dos prisiocnes. En esa ocasidén, 151 individuos fueron
hospitalizados por sintomas de vémito, c¢délicos abdominales,
diarrea, fiebre, dolor de cabeza y de espalda. La investigacidn
epidemiolégica indicd que la leche cruda podria,inadvertidamente
estar contaminando a los enfermos. La descripcién del organismo
recuperado de muestras diarreicas mucoides de leos pacientes,
tenfian las caracteristicas de (. jejuni. Este fue el primer
reporte que indicaba que C. jejuni era transmitido por alimentos.
B O King en 1957 fue la primera en sugerir que la infeccidén

humana era causada por, en ese entonces, Vibrio fetus, al cual

(3) DOYLE, M. P. Ob. cCit. 72,

NS




llamé "vibrio relacionado". Sus reportes sugirieron que estos

vibrios podrian ser una causa importante de enteritis humana.Ella
reconocié que el agente causal era dificil de recuperar de
muestras fecales debido a sus caracteristicas de crecimiento. King
didé datos de que éste organismo recuperado de sangre de pacientes
con infeccidn sistémica no crecia a 42°C; aunque los"vibrios
relacionados” aislados de muestras diarreicas si crecian a 42°C.
Las investigaciones cayeron en el olvidoe por 12 afios,
posteriormente, Bokkenheuser confirmé las observaciones de King,
reportando un gran numero de casos gque contrastaban con los
reportados en la literatura. Posteriormente, Dekeyser y col.
describieron un método de aislamiento para detectar C. jejuni en
muestras. El procedimiento, incluia pasar la muestra a través de
un filtro de 0.85 um, que después es colocado en una placa de agar
selectiva. La placa es incubada en condiciones microaerofilicas.
La importancia de éste trabajo no fue apreciada hasta que Skirrow
reportd los resultados de un estudioc en los que indicaba que C.
Jjejunti era una causa importante de gastroenteritis.
Usando un medio selectivo, el aisld Campylobacter de heces de 57
C(7.1% de 803 pacientes con diarrea. También encontré que la mitad
de los pacientes tenian entre 15 y 44 afios de edad, pero la
incidencia era mas alta en nifiecs. En 1980 la Organizacidén Mundial
de la Salud comprendid 1la magnitud global del problema de
infecciones entéricas por C. jJejuni; los resultados en Rwanda,
Sudafrica y Zaire sugieren que la infeccidén por C. jejuni es comun
Y que es una causa importante de infeccidédn en paises en vias de

desarrollo.‘

(4) DOYLE M. P. Ob. Cit. 73




Algunos estudios realizados en el siglo XIX identificaron una
bacteria espiral, en la mucosa gastrica de algunas especies
animales. En 1806 Krienitz identificéd el mismo micreoorganismo en
tejido gastrico humano. > En 1913 McFadyean vy Stockman, fueron
los primeros en reconocer, la infeccidn potencial de los vibrios
microaerofilicos, relacionados con abortos en ganado y ovejas. Sus
descubrimientos fueron posteriormente confirmados por Smith
€1918), quién aisld un micreoorganismo similar de abortos bovinos.
Smith y Taylor (18138) caracterizaron éste organismo y lo llamaron
Vibrio _f’etus.d En 1924, fue descrita 1la actividad de la ureasa
gastrica enddgena, por Luck vy Seth.’ Jones y Little C1931D
asociaron éste microorganismo con disenteria en ganado. Entonces,
Jones y col. fueron capaces de reproducir la disenteria en ganado
sano después de alimentarlo con un cultivo puro de vibrios que
fueron aislados de ganado con disenteria. Ellos observarocn gque el
yveyuno fue el primer sitic del tracto gastrointestinal en ser
infectado, Yy consecuentemente, ellos propusieron el nombre de
Vibrio jejuni. Doyle (18440 propusc que la disenteria era causada
por vibrios microaerofilicos que aisld de la mucosa del colon de
cochinos con disenteria. Mas tarde, €l llamé a éste microorganismo
Vibrio coli. C(Doyle 1848). Vinzent y col. (13473 fuercn los
primeros en reportar una infeccidn humana causada per un wvibrio
microaerofilico. Ellos aislaron Vibrio fetus. de dos cultives de
sangre de mujeres embarazadas; que tuvieron abortos y V. fetus fue
aislado de la placenta. En 18586, Hofstad fue el primero en asociar

vibrio con hepatitis en aves, cuando aislé vibrio del higado de

gallinas muertas. En 1858, Peckman confirmé eéste hallazgo,

) CZINN,S. J. Campyicbacter pyloru: A new Patogen. Journal of
Pediairics. 10890, 114(4) Part 1S70-G71.

(S CUNNINGHAM,F. E. :COX,N. A. ,The microbiology of poultry meats
products, Academic Press, Inc. U. S. A. 1987. ,10:294.

(&) JoANN,E. O. ,NICHOLAS,J. ,HeliLcobacter pyleriu:Controversies and

an approach to Management., Mayo Clin Proc. 1900. 65(3):414.




reproduciendo hepatitis en gallinas sanas, después de infectar con

vibrio aislado de gallinas muertas; y propuso que podia ser
llamado vibrio de la hepatitis avicola.

El término "“Campylobacter" fue propuesto por Sebald y Veron
(19630 como un nombre genérico para el vibrio microaerofilico,
poerque éste microorganismo diferia del vibrio cdédlera en ciertos
aspectos. Ellos propusieron que V, fetus debia ser sacado del
género vibrio y reclasificado como Campylobacter, siendo
Campylobacter fetus la especie del género.' Noe fue sino hasta
1975 que Steer y Colin-Jones demostraron cierta relacidn
entre éste microorganismo y la infeccidn gastrica. Pero éste
microorganismo no fue cultivado de tejido gastrico humano sinco
hasta 1984, cuando Marshall vy Warren fueron capaces de
aislar éste microorganismo de biopsia después de un largo
periodo de incubacidédn. Esta bacteria espiral, C. pylori a sido
posteriormente aislada de nifios y adultos con infeccidn gastrica

y duodenal. .

(8) CUNNINGHAM,F. E. ,COX,N. A. Ob. Cit. 10:204-206.
(©) CZINN,S.J. Ob. Cit. &70.




00 CARACTERISTICAS
2.1 CLASIFICACION.

El género Campylobacter es un miembre de la familia
Spirillaceae por su morfologia y fisiologia similares al género
Spirtllum. El género Campylobacter es considerado como
gram—'negativo.m son bacilos fines, curvados en espiral de
0.2-0.5 um de ancho y 0.5-5 um de largo. ' Estos microorganismos
pueden tener forma de coma, de S, de ala de gaviota, y constituyen
cadenas cortas u ocasionalmente largas. Ver Fig.1 Las ceélulas
pueden volverse esféricas o© cocoilides, en especial, en cultivos
enve jecidos. Las células no son esporuladas, méviles mediante un
sélo flagelo polar en uno o dos extremos y en ocasiones hay cepas

s Morfoldgica vy Dbioquimicamente C. pvlori muestra

inméviles.
diferencias con respecto a otras especies de Campylobacter. Asi
éste patdgeno tiene una pared celular lisa y gran cantidad de
vainas flagelares unipolares; una capa Unica de Acidos grasos y
proteinas.“ Los microorgani smos de esta especie no
fermentan ni oxidan carbohidratos y tienen un DNA con un G + C
contenido entre 29 y 36 mol. e ;| C. pylori tiene un contenido
de guanina y citosina de 35.8-37.1 mol %, lo cual se encuentra en

el rango de especies de Campylobacter,pero menocs que las especies

10) BECKY M. F. ,FENNELL,C. L., Characterization of Campylobacter
cinaedi ' [ -1 fennelliae. Antigens and Analysis of the Human
Immune Response. Jour. Inf. Dis. 1989, 150X4):74

(11> BLASER,M. J. ,Jastric Campylobacter-lLike organism; Gastritis,

and Peptic Ulcer Disease. Gastroenterclogy. 1987. 93(2):371-383

(12) LENNETTE,E. N. ,0b. Cii. 27:383

“umy BLASERM. J., Helicobacter pylort and the Pathogenesis of
Gastoduodenal Inflammation. ,Jour. Inf. Dis. 1900,161(4):626

(14) CZINN,S. J. ,0b. Cit. &70

15) DOYLE.M. P. ,Ob. Cit.




Micrografia electrénica de Campylobacter pylori.
DOYLE

Micrografia electrénica, demostrando C.
pylori en forma curva y cocoide (X25000)
JoANN

FIG. 1
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de Spirillum o Vidrio.' Todos los miembros de éste género son
oxidasa y catalasa positivos, reducen nitratos,’ no hidrolizan
ni gelatina, ni urea, excepto C. pylori que si hidroliza urea; dan
una reaccién de rojo de metilo y Voges-Proskauer negativa. El
crecimiento ocurre entre los 25°C y 43°%¢. **

Existen ahora aproximadamente una docena de especies Yy
subespecies en el género Campylobacter. Estas deben ser separadas

en dos grupos usando la prueba de la Catalasa. Ver Tabla 1.

TABLA 1
Especies y Subespecies de Campylobacter.

Catalasa positiva Catalasa Negativa
C. fetus subsp. fetus. C. sputorum subsp Sputorwum.
C. fetus subsp venerealis. C. sputorum Subsp bubulus.
C. Jjejunt. C. sputorum Subsp mucosaltis.
Cooeoli. EMC. concisus.

Grupo NARTC.
C. fecalis.
Campyleobacter sp. Aerotolerante.
Campylobacter sp. Compuesto de nitrdgeno.
Campylobacter sp. de vida libre.

De Karmali y Skirrow c1e84>. '

Las especies catalasa positivas, son responsables de abortos,
infertilidad, y disenteria en animales, y son el agente que causa
enteritis y bacteremia en humanos. Asi mismo las subsespecies de
G. fetus Csubespecies venerealis y subespecies fetus) son

responsables de muerte veterinaria reproductiva e infecciones

{16) BLASERM. J. ,Gastric Campylobacter. .., Ob. cCit. 372
17) BLASERM. J., Helicobacter pylori. .. ,0b. Cit. o206
(18) DOYLE,M. P. ,0b. Cit. 3:74

(19) CUNNINGHAM.F. E. ,0b. Ciut. 297




sistémicas en humanos.>® Sin embargoe la mayoria de los pacientes
no presenta diarrea. El (5 fetus subespecie venerealis

probablemente no produce enfermedad en el ser humano, pero causa

abortos e infertilidad en el ganade vacuno. Se transmite
sexualmente. ' Los agentes causantes de diarrea en humanos
aparecen en la "lista aprobada de nombres bacterianos™ y son C.
jJejuni y C. coli. "C. laridis"™ es el nombre propuestoc para un

nuevo grupo de C. jejunt como Campylobacter termofilico que es
resistente al Acido nalidixico CNARTC).?* Las especies C. colt y
C. jejuni producen enfermedades semejantes en el ser humano, pero
su frecuencia no se conoce, sSon capaces de crecer a una
temperatura &éptima de 42 a 43°C. El C. coli se encuentra muy a
menudo en cerdos sanos.>

Las especies pueden ser diferenciadas de la siguiente manera:
C. Jjejuni hidroliza el hipurato mientras que C. ceoli no, aunque es
variable C. jejuni generalmente no crece a 30.8°¢, aunque C. colt
si, muchas cepas de C. jejuni son sensibles al 2,3,5, clorhidrato
de trifeniltetrazolium CTTC), mientras que la mayoria de las cepas
de C. coli son resistentes al TIC. Ya que cada una de éstas tres
especies (C. colti,C. fetus,C. laridis) han sido implicadas en
muerte por diarrea humana , la presencia de alguna de estas
especies en alimentos representa un riesgo potencial en la salud
humana. =*

El C. concisus se aisld de la hendidura gingival en el ser
humano con enfermedad pericdontal, pero su patogenicidad es

desconocida.

(20) DOYLEM. P. ,0b. cCit. 75

(24) LENNETTE,E. N. ,O0b. Cit. 384
(22) DOYLEM. P., Ob. Cit. 735
(23 LENNETE,E. M. ,O0b. Cit. 383
(24) DOYLE,M. P. Ob. Cit. 75




El G. hyointestinalis ha sido asociado con ileitis
preliferativa en porcinos.

El C. citnaedi y el C. fennelliae han sido aislados de
hisopados rectales y se ha aislado también de la sangre de hombres
homosexuales con sintomas intestinales. Sin embargo se ha visto
que C. fennelliae no estid relacionado antigénicamente con las
especies (‘Jc:u'n.p'j,.)I.ot‘.‘u::u:‘t.er*.zs'z's

El €. pylori es un microorganismo semejante a la especie de
Campylobacter, que ha sido aislado de muestras de biopsia de
seres humanos con gastritis y ulceraciones péptidicas en el
estdmago y duodeno;27 Ver Fig2 pero por sus caracteristicas morfo
légicas y bicogquimicas diferentes muchos autores creen que éste
microorganismo representa una nueva especie y ha sido renombrado
Helicobacter pylort; sin embargo siempre gque se utilice éste
nombre, debe hacerse la referencia al nombre anterior entre
paréntesis.zaﬂpﬁo'

C.upsaliensis ha sido principalmente asociado con perros desde
su descubrimiento en 1983. Ahora, sin embargo, hay evidencia
que sugiere que ésta especie estiA muy asociada con casos de
enteritis en humanos; es decir, es un patdgeno potencial humano.
Desde su descubrimiento se observd que éste microorganismo tenia
catalasa positiva; sin embargo algunos investigadores han
encontrado cepas catalasa negativa, principalmente aquellos

aislados de sangre. Todo esto hace pensar que éste microorganismo

es mas que un oportunista o un patdgeno invasivo.91

(25) LENNETTE,E. N. ,0b. cCit. 384
(26) BECKY M. F., Ob. CcCit. 26
(27) LENNETTE,E. N., Ob. Cit. 384

z8) HUTH,E. J. ,Style Notes: Helicobacter pylori for Campylobacter
pylori. Annals Of Internal Medicine. 1900. 112(4):245

(29 Letter te the editor. Campylobacter pylori becomes
Helicobacter pylori. Lancet. 1989. 2:1019-20

(30) BLAZER,M. J. Helicobacter pylori. .. 0Ob. cit. o©26

(34) Letter to the editor. Another Campylobacter species may be a

human pathogen. ASM News. 1989. 55(3):1115-116
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2.2 SEROLOGIA.

Esquemas serolégicos para diferenciar €. jejuni son tutiles

para proveer informacidén epidemioldédgica en el estudio del contagio
ecosistema, transmisibilidad, y patogenia del organismo.
Hasta ahora, se han reportado gran cantidad de esquemas
serotipicos, pero dos son los mas usados (el Penner y el Lior).
Penner y Hennessy usan extractos de antigenos estables al calor de
C. Jjejuni tratan con calor al organismo en solucién salina a 100°C
vy exponiéndolo a 4c. tetracético etilendiamina. Eritrocitos de
carnero son sensibilizados con éste extracto antigénico, que es
usado para titular antisuero con la técnica de hemaglutinacidén
pasiva. El protocolo usado en el esquema serotipico de Penner usa
antigenos celulares somiticos para esta base inmunolégica. Los
antisueros especificos fueron usados para detectar los antigenos
estables al calor aislados de C. Jjejunt al realizar una prueba de
aglutinacidén en placa. Se han encontrade por lo menos 60 serotipos
con éste sistema.

Lior y Col. presentaron un esquema seroldégico de aglutinacidén
en placa para diferentes serotipos de C. Jjejuni. Su esquema usa
antigenos flagelares, para la descriminaciédn serolégica. Elles
utilizaron el factor termolabil para producir el antisuero, que
fue aplicado en pruebas de aglutinacidén en placa para la ,
identificacidédn. Actualmente hay por lo menos S0 serotipos del
grupo C. Jejunt para los cuales se pueden obtener los
antisueros. 2

En los estudios que correlacionan resultados seroldgicos con
el cultivo de H. pylori CC. pylorid e histologia, los rangos de
sensibilidad van de 80 a 100% y la especificidad de 75 a 100%.

(32) DOYLE,M. J. ,0b. cCit. 75
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Aparentemente, la especificidad se pierde cuando todo el extracto

de H. pylori es usado como antigenc para los ensayocs de enzimas
inmunoabsorbidas debido a la reaccidén cruzada con otras bacterias,
incluyendo C. jejunt. 'Estos estudios hechos con el extracto
completo necesitan ser interpretados con precaucidén. Hasta la
fecha, se han obtenido mejores resultados usando proteinas de
elevado peso molecular de H. pylori como antigeno C(sensibilidad

99%, especificidad 100%.%?

2.3 PARAMETROS DE CRECIMIENTO.

C. Jjejuni es un microorganisme microaerofilico y crece en
una atmésfera éptima de 5 % de oxigeno. Este medio ambiente se
puede proveer de las siguientes maneras: a) Dando una mezcla de
gases microaercofilica, bJ)Evacuando parcialmente la vasija del
cultive, o c) Cultivande el microorganismo en una atmésfera
normal en un medic semisdlido que provee el gradiente de oxigeno
requerido. Bowdre y col. sugirieron que la naturaleza puede en
parte deberse a que el microorganismo no sintetiza el hierro
férrico necesario para secuestrar compuestos en un nivel adecuado
para soportar el crecimiento aerdbico. George y col. reportaron
que la aerotolerancia de Campylobacter spp es incrementada cuando
se adiciona al medio 0.25% de cada uno de los siguientes
compuestos: sulfato ferroso, metabisulfito de scdio, y piruvato de
sodioc (FBP). Ellos sugieren que incorporando el suplemento FBP en
el medioc incrementa el crecimiento del organismo vy, por
consiguiente, el recobro puede ser logrado. Heffman y col.

encontraron que el FBP no produce cambios fisioldégicos en C. jejunt

(33) JoANN.E. O. ,0b. Ctt. 147
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Y sugieren que el FBP actda como un aceptor de oxigeno o aceptor
de productos derivades de oxigeno ejemplo: perdxidos ¥y
superdxidos, que de otra manera pueden producir efectos téxicos
en el organismo.

Chou ¥y col. reportaron que adicionande FBP al medioc de
cultivo disminuye la scobrevivencia de C. Jjejuni y mantiene las
caracteristicas morfolédgicas, motilidad, y viabilidad cuando
permanece a 4°Cc & a temperatura ambiente por arriba de 30 y 20
dias respectivamente, en condiciones atmosféricas normales. En
cultivos frescos el microorganismo es curvo o espiral, y es muy
mévil. Con el tiempo, C. jejuni se transforma a forma cocoide que
no es mévil ni cultivable. Bolton y ceol. reportaron que placas de
agar guardadas a la luz ¥y aire por 48 hrs inhiben C. jejuni,
mientras que guardado en la obscuridad y- o en una atmésfera
reducida no llega a ser inhibitorio. Suplemento de sulfato
ferroso, piruvato de sodio, sangre y carbdén vegetal previene la
acumulacidén de oxigenc generade fotogquimicamente y permite el
crecimiento de los microorganismos. Ellos concluyeron, finalmente
como Heffman y col., que éste suplemento actia como un agente
quelante o destoxificante y no como un factor de enriquecimiento.

Juven y Rosenthal reportaron que el efecto combinado de luz
fluorescente y aire produce factores tdédxicos en el medio que
retarda el crecimiento de C. jejuni, adicionando ditionito de sodio
y catalasa se impide la agresidén causada por la luz y el aire; por
ésta razén ellos concluyeron que guardando las placas de agar en
la oscuridad y-o en la atmésfera reducida se disminuyen los
factores de inhibicidén.Esta conclusidédn fué apoyada por Fricker,
quien recomendd usar medios recién preparados, y si el
almacenamiento era necesario,las placas deberian de mantenerse a

(=] S 34
4 C en condiciones anaercbias.

(34) DOYLEM.P. 0Ob. cCit. 76




Stern y col. estudiaron la interaccién entre el suplemento de
hierro y la influencia inhibitoria de cloruro de cadmic en
crecimiento de Campylobacter. Ellos reportaron que el sulfato
ferrosc y el cloruro de cadmio son antagonistas en su influencia
en el crecimiento del microorganismo, y estos factores presentes
en los medios de sangre y tioglicolato "neutralizan'" la actividad
inhibitoria de 1la sal de cadmio. Estos resultados indican
que éste suplemento sirve como agente destoxificante. Los
investigadores han encontradeo que la presencia de sulfato ferroso
incrementa el recobro de C.jejunt 10,000 veces mas. Baig vy
cal. mas tarde encontraron que C. jejunt no produce
siderdforos , pero puede usar sider&foros exédgenos (dado por un
microorganisme co—-infectanted para obtener fierro para su
actividad metabdélica. La habilidad de adquirir fierro permite
a la bacteria multiplicarse y por esa razdén es considerada como un
factor de virulencia. C. jejuni puede transformarse de una forma
cultivable a una no cultivable rapidamente después de completar la
fase log de crecimiento. Rollins y Colwell reportaron que mientras
que el organismc no sea cultivable por técnica en placa, podia

haber 1X10° UFC® viables de €. jejuni ~ ml.

Estas células viables pueden ser capaces de colonizar e
infectar al huésped. La presencia de éstas formas no cultivables

en alimentos y agua necesitan ser mas investigadas.ss

(%) SIDEROFOROS: Quelantes de fierrc de bajo pesc molecular.
(@) UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

(35) DOYLE,M.P. ,0b. Cit. 76
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2. 4. CARACTERISTICAS DE DESARROLLO
2.4.1.Influencia de la temperatura

Los rangos de temperatura éptima para el crecimiento de
C. jejuni estan entre 42 y 45°C. la inactivacidédn térmica ocurre a
los 48°C. Doyle y Roman reportaron el valor para éste
microorganismo en leche cruda a 48°C en un range de 7.2 a l1l2.8
minutes, mientras que a 55°C el rango fué de 0.74 a 1.0 min.
La sensibilidad de C. jejunt al calor fué fuertemente sostenida por
Gill y col. gquienes reportaron que 10° C. jejuni ml. de leche cruda
fueron inactivades a B0°C durante 80 seg. De la misma manera,
cuando 10° células de C. jejunt fueron inoculadas en leche
usada para fabricar queso cottage, Ehlers y col. no detectaron el
organismo después de que el producto fué calentado por 30
min. a 55°C.
Palumbo reporté que el dafio por calor ocurre en C. jejuni a 486°C.
C.jejuni no socbrevivira a la minima pasteurizacidén legal
requerida para la leche o productos lacteos, por ésta razén se
puede anticipar que el producto estara libre de Campylobacter
usando las buenas practicas de manufactura. >¢

Observaciocnes similares han sido realizadas viendo 1la
inactivacidén térmica de Campylobacter en productos carnicos. Los
procedimientos de elaboracidédn son suficientes para inactivar a
Campylobacter sSpp. Stern y Kotula reportaron que mas de
10° C. jejunisgr de la carne fueron reducidos a niveles no
detectable en 10 min después de que fueron cocinadas a una
temperatura interna de 860°C. Gill y Harris reportaron que los

valores de C. jejuni en carne son mencres en 1 min. a 60°C. Koids

(86) DOYLEM.P., Ob. cCit. 77
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y Doyle reportaron los valores para inactivar Campylobacter
en carne de aproximadamente & min. a 50°C y 1S seg. a 58°C.
Estas observaciones independientes indican que C jejuni es muy
sensible al calor y no scbrevive a los procesos de cocinado
normal .

Bajo condicicnes apropiadas de atmédsfera y nutricidédn, C.

Jejuni crece a temperaturas arriba de 30 y abajo de 45°C. Sin
embargo, el organismo no crece en comida cruda que ha permanecido
en condiciones Lipicas de almacenamiento. El organismo muere mas
rapidamente cuando permanece a 25 que a 30°C. pero es 1inactivado
mas rapidamente en alimentos que permanecen a temperatura
ambiente que a 4°C.
Christopher y col. reportaron que Campylobacter scbrevive bien en
carne a una temperatura fria de 1 a 10°C. Stern y Kotula
reportaron una mejor sobrevivencia de C. jejuni en carne que
permanece a 4°C, cuando se adiciona diluente de Cary-Blair a la
muestra. En general, los reportes indican que C. jejuni sobrevive
bien en alimentos r'ef‘r'igeradcs.g?

C. Jjejuni parece ser altamente susceptible a la congelacidén,
con una reduccidén de 1-3 logm‘ que ocurre en alimentos almacenados
entre -15 y -20°C. Después de la disminucidn numérica inicial, el
organisme puede scbrevivir por lo menos 84 dias en carne
congelada. Stern y c¢ol. reportaron que el aislamiente de
Campylobacter ssp en carne fresca y tejido de ave fué 5 veces mas
alta para productos refrigerados (12.1%0 que en muestras
congeladas (2.3%. El uso de agentes crioprotectores incrementan
la preservaciédn del organismo cuando las muestras permanecen en

refrigeracidén. Tambi én es posible que células fuértemente

(37) DOYLE,M.P., Ob. Cit. 77
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congeladas, pero viables de (. jejunt no son cultivables de

alimentos congelados. Ray y Johnson reportaron que células son
afectadas por polimixina B cuando se incuba a 42°C. Polimixina B
es un antibidtico comun en los medios selectivos para

Cczm.pyloba.cter.aﬂ

2.4.2. Influencia de Cloruro de sodio y la actividad del agua

C. Jjejuni es muy sensible al cloruro de sodio.
El cloruro de sodio es mejor teoclerado a elevadas temperaturas.
Doyle y Roman realizaron mas estudics y determinaron que ciertas
cepas podian crecer en la presencia de 1.5% pero no de 2.0% NaCl a
42°c. A temperatura de refrigeracidn C4°0, Campylobacter era
sensible a 1 % de NacCl, pero el rangoc de muerte fué
substancialmente bajo que lo que ocurria a 25°C. La presencia de
1l % de NaCl disminuye el rangoc de crecimiento. La concentracidén
¢éptima de cloruro de sodio para recobrar C. jejuni es 0.5 % NacCl.
Estas observaciones fueron mas consistentes cuando Abram y Potter
extendieron sus estudios a la sobrevivencia de Campylobacter en
alimentos que contenian diferentes concentraciones de cleoruro de
sodio. En condiciones de congelacién,la cuenta C. jejuni no se ve
afectada por los niveles de cloruro de sodio.lLa sobrevivencia del
organismo en bacalao crudo gque permanece a temperaturas de
refrigeracidn disminuye tan pronto como la concentracidén de
cloruro de sodio es incrementada de O a 2.0 %. Sin embargo, C.
Jejuni, muere mas rapidamente en la presencia de cloruro de sodio,

el organismo puede permanecer semanas en alimentos refrigerados a

(38) DOYLEM.P. ,0b. cCit. 78
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4°C con 6.5 % de sal. A 25°C, el organismo muere mas rapidamente
que a 4°c, pero su presencia depende del numero original en los
alimentos y que tanto tiempo es mantenido a temperatura ambiente.
Doyle y Roman reportaron que Campylobacter es sensible a la
sequedad y al almacenamiento a temperatura ambiente. En general,
células viables de la poblacidn inicial en exceso de 10’ no puede
ser recobrado después de 24 hr en un medio ambiente anhidro a
25°c. El organismo sobrevive mejor bajo condiciones comparables a
4°C con un incremento en la supervivencia en un medio ambiente con
14 % o menos humedad relativa. El organismo puede ser recobrado
por lo menos B semanas después bajo estas mismas condiciones. Sin
embargo, C. Jjejuni es muy sensible a la resequedad, en condiciones
de refrigeracidédn, los restos de bacterias permanecen viables pér
varias semanas en fric y un ambiente seco.
Estas observaciones fueron incrementadas por Oosterom y col. vy
Bracewell Yy col. para aplicarse en el procesado de cerdo.
Hudsoen y Robert reportaron originalmente un bajo recobro de
Campylobacter de aAreas seca (2 % de recobro) que en Aareas humedas
(26 % de recobro) de cerdo. OCosterom ¥y col reportaron que
Campylobacter en cerdos en un cuarto frio con ventilacidén fué
inactivado a niveles no detectables durante la noche. Estudios mas
intensos revelaron que la reduccidédn del ndmero de Campylobacter
fué llevando a sequedad la superficie. Bracewell ¥ col.
reportaron que Campylobacter fué inactivado mas réapidamente,
cuando 1la piel de cerdo fue secada & 20°¢ que en

refrigeracidn. wud

(39) DOYLE,M. P. ,0b. cCit. 78,79

19




2.4.3 Influenacia de la Acidez y el pH

Doyle y Roman reportaron que el rango de inactivacién de C.
Jejuni a un pH 3.0-4.5 es dependiente de la temperatura. A
similares rangos de pH, es mAs rapidamente inactivade a 420,
con un valor intermedio de 25°C, y mas lentamente a 4°C. En medios
de laboratorio, todas las especies de Campylobacter crecen bien a
un pH de 5.5-8.0. Un crecimiento éptimo se encuentra en el rango
de pH de 6.5-7.5, mientras que el minimo pH para el crecimiento
estid alrededor de 4.9. Gill y Harris reportaron que una cepa
tipica de C. Jjejuni puede crecer a 37°C en carne con elevado pH
C(6.4),pero no en carne con pH normal (5.8). Ellos reportaron que
la rapidez de muerte a -1°C era mucho menor en carne de elevado pH

que en carne de pH normal.

2.4.4. Influencia de la Atmésfera.
$

La naturaleza microaercfilica. Y capnofilica de
campylobacter puede ser considerada cuando se cultiva el
organismo. Kiggins y Plastridge reportaron una composicidn

atmosférica éptima para el crecimiento de C. jejuni C(entonces
Vibrio fetus> de 5 % de oxigeno, 10 % de biéxido de carbono, y 85
% de nitrdédgeno. Variaciones fueron observadas para especies
especificas de Campylobacter, pero Bolton y Coates estuvieron en

general de acuerdo con los estudios originales de Kiggins ¥

Plastridge. Koidis y Doyle estudiaron 1la socbrevivencia del
organismo en caldo brucella bajo varias condiciones
. 40

atmosféricas.

*, Microorganismo que requiere oxi geno como aceptor terminal de
electrones para crecer, pero no crece en la superficie del
medio solido, en un incubador aerdbico. BASUALDO,M. C. Manual para
el aislamiento =) identificacidn de bacterias anaerdbicas de
interes en muestras el nicas. Primer curso de actualizacidn.
1900. S5

$. Microorganismo afin al bidxide de carbono.
(40) DOYLE,M. P. ,0b. cCit. 3:80




Ellos monitorearon una cepa del organismo a 4°C en la presencia de
0.01% de bisulfito de sodio y encontraron que la supervivencia era
mejor en una atmésfera de 100% de nitrégeno., que la inactivacidn
era mas rapida en una atmésfera de 100% de oxigeno o aire, y que
la inactivacidén ocurria en un rango intermedio en una mezcla
microaerofilica de 5 % de oxigeno, 10 % de biédxido de carbono y
85% de nitrégenoc. Estos mismos investigadores realizaron mas
estudios para optimizar el recobro de C. jejuni de leche no
pasteurizada. Ellos determinaron la ventaja de reducir la
concentracidén de oxigeno para un me jor recobro de
Campylobacter.

Muchos investigadores han estudiado el uso de atmésferas
modificadas o de empaque de vacio en el desarrollo de C. jejunti.
Hanninen y col. encontraron que la scbrevivencia de C. jejuni en
carne refrigerada era independiente de 1la forma de empaque. La
carne estaba empacada al vacio o permanecia en atmésfera de 20%
de COz 80 % de Nz 4 BX% de CJ!2 10% de COz 85% Nz' Igualmente Wesley
y Stadelman reportaron que la supervivencia de C. jejuni en pollo
no era influenciado por el almacenamiento bajo una atmédsfera de
biéxido de carbono o una atmésfera normal.**

Se realizaron mayores estudios para cuantificar la
sobrevivencia de Campylobacter en aves Yy preductos carnicos
mantenidos a diferentes condiciones atmosféricas y condiciones de
empaque. No hubo diferencia estadistica significativa en la
sobrevivencia de C. jejuni en empaque el vacio o permeable al
oxigeno ¢ cloruro de peolivinilo. Sin embargo, el recobro de
Campylobacter ssp enddgeno, de muestras de carne roja se vid
incrementado en muestras empacadas al vacio, que en muestras

envueltas en una capa permeable a oxigeno, después de que las

(41) DOYLEM. P. ,0b. cCit. 3:81
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muestras permanecieron refrigeradas una semana. C. Jejunt

sobrevivié mejor en carne picada en una atmésfera de 100% Nz que
en una atmésfera de B80% de CCE y 20% de Nz & 8% de Ca. 10% COE.
85% de Nz é empacado al vacio. Sin embargo los resultados indican
que el organismo sobrevi ve a diferentes atmésferas, las
diferencias fueron relativamente pequefias y no parece tener

impacteo en salud publica.

2.4.5 Influencia de los Componentes de los alimentos,

Desinfectantes y Radiacién

El desarrollo y crecimiento de C. jejunt en liquidos, huevos
emulsificados y los componentes del huevo, depende de los
constituyentes individuales del huevo. Hanninen y col. encontraron
que C. jejuni crece mejor a 37°C en yema de huevo que en huevo
complete, y que el numero de células disminuia ripidamente cuando
Campylobacter era inoculado en clara de huevo. Clark y Bueschkens
determinaron que en albumina el rango D para Campylobacter jejunti
a 42°C era aproximadamente de 2.4 hrs. Los componentes de
conalbumina de la clara de huevo era identificado como el mayor
constituyente del huevo que tenia un efecto bactericida en
Campylobacter.

Fletcher y col. determinaron que C. Jjejuni es inhibido por
0.05% de acido ascérbico y que los productos de oxidacidn del
adacido L-ascdérbico son mas inhibitorios que las formas reducidas.
Deibel y Banwart repcrtaron que ciertas especias como el orégano,
salvia y clavo, en un caldo al 0.5%, inhiben el crecimiento de C.
Jejunt a a2°c. **

Wang y col. reportaron que varios agentes desinfectantes

(42) DOYLE,M. P. ,O0b. Cit. , 3:82
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destruian efectivamente C. jejuni. Niveles de 1.25 ppm de
hipoclorito de sodio inactiva 10* c. Jejuni/ml en 1 min. y S ppm
de NaOCl mata 10° C. Jejunisml en 15 min. Otros agentes
desinfectantes (¢ ej.0.15 % de compuestos fendlicos .0.001 % de
iodoformo. 0.00002 % (1:50,000) de compuestos cuaternarios de
amonio, 70 % de alcohol etilico, y 0.125 % de glutaraldehido),
matan aproximadamente 10” c. Jejuni/ml en 1 min . Igualmente,
Blaser y col reportaron que 1 ppm de monocloramina, inactiva 98%
de C. jejuni presente después de 15 min. de contacto, indicando
que los procedimientos de desinfeccién cominmente usados para el
tratamiento de agua potable es adecuado para eliminar el
microorganismoc del agua tratada.

Estudios recientes muestran que C. jejuni es muy sensible a
las radiaciones gama. Lambert y Maxcy reportaron un rango D para
C. Jjejunt de 32 Krad, que es aproximadamente 10 veces menor que
aquellos usados para irradiar productos carnicos procesados en

El\n‘c'p.a."s

(43) DOYLE,M. P. ,Ob. Cit. 3:82
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000. RECOLECCION, TRANSFPORTIE
¥ CONSERVACION DE MNUESTRAS

3.1. MUESTRAS DE HECES.

Las heces o los hisopados rectales deben recogerse de
pacientes con diarrea. Los pacientes que han tenido diarrea pueden
todavia segregar especies de Campylobacter adn cuando tengan heces
formadas en el momento de la recoleccidn. Se debe inocular las
muestras rapidamente en medios selectivos, preferiblemente dentro
de las 2 hr. Si ello no es posible, los hisopados rectales o los
hisopos con heces deben colocarse en medio de transporte de
Cary—Blaira. El C. jejuni no sobrevive bién en solucidn salina
glicerol de pH estabilizado, un medio de transporte comianmente
empleado para otros patdgenos entéricos; éste medio no es
recomendable para especies de Campylobacter. Las muestras deben
de mantenerse en el medio de transporte a temperatura refrigerada.
Los especimenes pueden conservarse generalmente durante 1 a 2
semanas a 4°C antes de que la recuperacidn de especies de
Campylobacter se vea severamente reducida.

Para el transporte de cultivos puros de Campylobacter, se
pueden utilizar medios de transporte de Wang o el de Cary-Blair.
Los cultivos se deben de mantener o transportarse refrigerados.

A fin de conservar los cultivos de Campylobacter durante
largos periodos, suspender el desarrollo de 24 a 48 hr de una
placa de agar sangre en caldo tripteina soya con glicerol 20% o en
sangre de conejo desfibrinada y conservar el cultivo a -70°C en

nitrégeno liquido.“

(44) LENNETTE,E. N. ;Ob. Cit. ;27:385
3. Para tinciones y medios de cultivo wver apendice I y II.

24




Para el examen directo de la muestra la técnica mas efectiva
es utilizar wun microscopio de contraste de fases o de campo
obscuro y observar los bacilos espirales con movilidad de
flecha. Se recomienda como liquido de suspensidén el caldo Brucella
© un medioc similar. Si no se dispone de microscopio de campo
obscuro, es Util la observacién de los bacilos curvos teflidos con

cristal viocleta. -

3.2. MUESTRA DE BIOPSIA GASTRICA.

Los especimenes de biopsia gastrica deben ser rapidamente
colocados en 2 © 3 ml de sclucidn salina isotdnica estéril o en
glucosa al 20% y transportada al laboratorio inmediatamente, si el
organismo quiere ser recobrado.

Una vez en el laboratorio, la muestra es colocade en un medio
suplementado como agar choceolate o medio Skirrow y se incuba de 5
a 7 dfas.*°"*"

Palazuelos y col. recomiendan la siguiente metodologia para
el procesado de la muestra una vez que llega al laboratorio:

1DMachacamiento en mortero estéril.
2)Frotis ¥y tincidén de Gram.
3)Siembra en los medios Skirrow (modificadoe) y agar chocolate

Cmodificado).

(45) LENNETTE,E. N. ;0b. Ctit. ,27:385
(46) JOANN,E. O. ;Ob. Cit. ;415 o .

(47) GQUSTAVSSONM. D. ; HA“GELADA:ROSENBLATT.H. D.: Assessment of
Campylobacter-Like organism n the Postoperative Stomach,
Iatrogentic Qastiritis, and Observation. Mayo Clin. Proc. 1987,
C2{4):266
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4)Incubacién a 37°C en atmésfera microaerofilica durante 7 dias
con revisidén cada tercer dia.

S)Identificacidn Bioquimica.

De 26 muestras que ellos procesaron, 26 fueron positivas, la

mayoria de antro y en pacientes con gastritis antral y dlcera

4
péptica.
!
|
(48) ZUNIGA,O . B,PALAZUELOS,T. C,CRUZ,L. A, ORNELAS,V. U. Aislamiento
= Identificacidn de a. pylori en pacientes con enfermedad
Acido-Peptica. Revista de Qastroenterologia de

Mex. 1988. 53(4)330
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v AISLAMIENTO [E IDENTIFICACION

4.1 REQUERIMIENTOS MICROAEROFILICOS.

C. Jejuni es un microaerofilico estricto, por ésta razon
cualquier procedimiento de aislamiento debe incluir los medios,

para reducir la tensién de oxigeno como parte de la técnica.

Muchos procedimientos alternativos han sido utilizados
para obtener condiciones microaerofilicas. Estas incluyen 1la
aplicacién del principio de Fortner, cambio de atmésfera,
sistemas gener adores de atmdésfera, = incluso el uso de

Alka-Seltzer para generar el sistema. Las jarras con velas han
sido utilizadas, sin embargo, éste sistema nc ha sido muy efectivo
para proporcionar una atmésfera &ptima para el crecimiento de
Campylobac ter.

Proporciocnar la atmésfera microaerofilica al matraz con el
caldo de enriquecimiento se puede lograr mas eficientemente
introduciendo una atmésfera de 5% de oxigeno; 10 % de bidéxido de
carbono y 885% de nitrégeno de un cilindro de gas. El gas debe ser
adicionado al matraz de enriquecimiento a travéz del brazo del
matraz. Alternativamente un hoyo puede ser oradado en un tapdn de
goma en el que se introduce un pequefic tubo de vidrio al cual se
le adiciona el tubo Tygon con una pinza al final. El tapén que va
al tornillo del matraz debe permanecer en su lugar atornillando a
la ranura que permite que el tubo de vidrio pase a través de
éste. Esta ranura adicional es util debido al incremento la
presién gaseosa que ocurre durante la incubacidén a 42°C. El gas es
introducido lentamente del cilindro al matraz,el tornillo se

aprieta y el matraz se gira lentamente para incorporar 1la
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atmésfera microaerofilica en el caldo de enriquecimiento. El

tornillo se suelta por un intérvalo corto para igualar la presién
gaseosa; el proceso completo se repite 2 veces.

Resultados equivalentes han sido obtenidos con una jarra
anaerdbica introduciende la mezcla de gases ¢ bolsas de plastico
Ziploc C(Dow Chemical Co. Indianapolis IN). Asi como en el matraz
de enriquecimiento la mezcla de gases microaerofilica debe ser
introducida en el contenedor muchas veces para asegurar el medio
ambiente d&éptimo para el crecimiento de Campylobacter jejuni. E1
intercambioc de la mezcla gaseosa puede ser completada c¢reando un
vacio en la wvasija o cuando se utilizan bolsas de plastico y
despidiende la atmésfera a través de una pequefia abertura en el
zipper. El contenedor con las muestras es después colocade a una
temperatura apropiada en la incubadora.

Incrementando la aerctolerancia de Campylobacter spp. es
conveniente cptimizar el recobro del organismo de los alimentos.
Suplementando el medioc de cultivo con concentraciones de 0. 025% de
sulfato ferroso, metabisulfito de sodio y piruvato de sodio C(FBP)
se incrementa la tolerancia de oxigeno de C. jejuni. Incorporando
sulfato ferroso en el medio de cultivo se incrementa el ntmeroc de

. 40
colonias que crecen.

4. 2. METODOS DE ENRIQUECIMIENTO.

Los métodos de enriquecimiento son necesarios, porgue
rayar directamente los alimentos en el medio es inadecuade para

recobrar cantidades pequefias de C. jejuni, que pusden contener los

(49 DOYLEM. P.; Ob. Cit. 3:88,89.
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alimentos. Barot y Bokkenheuser formularon un medio de

enriquecimiento compuesto de caldo de tiocglicolate con 5% de
sangre lisada de cordero, una mezcla de antibidticos, y 0.1% de

lauril sulfato para aislar C. Jejunt de higado de pollo. Otres

caldos de enriquecimiento, contienen peptona, pel vos de
“lab lemco", extracto de levadura, cloruro de sodio, resarsurina y
antibidéticos, fueron utilizados para aislar C. Jejuni de la
vesicula biliar de cerdos sacrificados. Las muestras fueron

incubadas a 42°C, en una atmésfera reducida de oxigeno, y los
cultivos enriquecidos son colocados en un agar selectivo
después de 24 a 48 hrs de incubacidén. Acuff y col. describieron un
procedimiento de enriquecimiento MNP utilizande un medio selectivo
que contenia caldo Brucella,, suplemento FBP, v agentes
antimicrobianos para reccbrar €. jejuni de huevos y carne de pavo.
Ellos reportaron, que solamente 0.3-3.23 C. Jjejuni-ml del caldo de
enriquecimiento pudieron ser recobrados con este procedimiento.

Doyle y Roman crearon un medio de enriquecimiento gque
consistia de caldo Brucella, 7% de sangre lisada de caballo, 0.3%
de succinato de sodio, 0.01% de hidroclururo de cisteina,
vancomicina (15 mg-sL), trimetoprim (Smg-/L),peolimixina B (20,000
UI/L),y ciclohexamina (50 mg-L). Este caldo es inoculado con 10 o
25 gr. de muestra e incubado con agitacidn bajo condicicnes
microaerofilicas. El procedimiento puede detectar 2 C. Jjejunis/gr
de carne inoculada con una exactitud de 96 %.

Park y col. describieron un procedimiento de enriquecimiento
para aislar C. jejunt de pollo. Las muestras fueron lavadas en un
caldo nutritiveo, después son filtradas en una gasa y centrifugadas
a 16,000 x g durante 15 min. El sedimento es transferido a2 un
matraz Erlenmeyer, que contiene 100 ml de caldo de
enriquecimiento, compuesto de caldo Brucella , antibidétices, 5%
de sangre lisada de caballo, y 0.025% de FEP. Ellos determinarcon

que las condiciones dptimas para recobrar C. JeJjuni usando su



medio y condiciones adecuadas con un pH del medio a 7.0 y una

temperatura de incubacién de 42°C durante 48 hrs antes de ser
colocado en el agar selectivo.

Wesley y col. publicaron un procedimiento de enriquecimiento
selectivo para aislar €. jejuni de productos agricolas. Su caldo
consistia de triptosa, extracto de levadura, cloruro de sodio,
suplemento FBP, bicina, 0.1% de agar, solucidén hemiatica y
antibidéticos. El pH es ajustado a 8 y el cultivo permanece a 42°c
por 48 hrs, bajo una atmésfera microaerofilica. Este procedimiento
ha sido particuiarment.e efectivo para inhibir Pseudomonas
aeruginosa. Rogol y col describieron un método de enriquecimiento
similar a otros reportados en la literatura pero difieren en que

se incorporan 1.5 gr de sales de bilis 7 Py

4.3. MEDIOS SELECTIVOS DE AISLAMIENTO

4.3.1. Especies de Campylobacter spp. entéricos.

Tres factores son importantes en el aislamiento de especies
termofilicas de Campylobacter: 1) El uso de medios selectivos,
2)La incubacidén de las placas en atmésfera de oxigeno reducido con
COz afladido y 30 La incubacidén de placas de aislamiento primario a
42°C. Varios medios selectivos han sido desarrollados para aislar

o Estos medios selectivos fueron

especies de Campylobacter.s
desarrollados para recobrar el organismo de muestras de pacientes
con gastroenteritis y fueron subsecuentemente utilizados para
aislar C. Jejuni de alimentos. Los mas importantes medios
selectivos son : La formulacién "Butzler", la formulacidén

52,53

“Skirrow", la formulacién Campy—-BAP, Y mas recientemente

el medio Preston libre de sangre. Datos de un estudio donde

(50) DOYLEM.P. Ob. cCit. 389

(51) LENNETTE,E. N. ,O0b. Cuit. 27:385
(52) DOYLE,M. P. ,0b. Cit. 2200

(53) LENNETTE,E. N., Ob. Cit. 27:385
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comparan un medio selectivo indican que el medioc Campy-BAP fue mas

efectivo para reccbrar €. jejuni de carne, mientras que el medio
Butzler fue mas selectivo para el organismo.s‘ Si por razones de
economia se hace necesario el uso de un sédlo medio y sdélo una
lectura, se recomienda el medio Campy-BAP y un tiempo de
incubacidén de 48 hrs.Es preferible el uso de dos medios diferentes
2 un sdélo medico, ya que el rendimiento aumenta en aproximadamente
10% . No recomendamos el uso de rutina de caldo de
enriquecimiento selectivo para el aislamiento de especies de
Campylobacter de muestras fecales, sin embargo, se han
desarrollado numerosos caldos selectivos de enriquecimiento para
mejorar la recuperacidén de C. jejuni de muestras clinicas vy
ambientales. Caplan cbtuve un aumento del 10% en la tasa de
aislamiento de €. jejuni de muestras fecales con enrigquecimiento
en frio durante 16 a 18 hrs, en Blaser -Campy-Pio, un medio pre
parado con tioglicolato que contiene agar al 0.16% y los agentes
antimicrobianos enumerados en el Blazer-Campy-Bap. La utilidad
de un caldo de enriquecimiento puede variar con el tipo de muestra
que se procesa, el enriquecimiento puede ser beneficioso con
muestras fecales no muy bien manipuladas, tales como las demoradas
en transito © mantenidas a temperatura ambiente demasiado tiempo.
Otras muestras posiblemente beneficiadas con el enrigquecimiento
son las fecales o ambientales, en las que se piensa que hay bajo
numero de microorganismos de Campylobacter, tales como las
muestras de portadores, casos postsintomaticos, pacientes que han
sido tratados con antibidticos y muestras de alimentos y agua. El
caldo de enriquecimiento es especialmente ventajoso para el
aislamiento de Campylobacter jejuni y Campylobacter colti de

alimentos.55

(54) DOYLE,M.P. Ob. cCit. 3:90
(35) LENNETTE.E. N. ,0b. Cit,27:385,386

31




4.3.2. Campylobacter pylori.
H. pylort Canteriormente llamado C. pylori) es un organismo

que requiere una temperatura de 35 a 37°C, un medio ambiente
htimedo, y un medio ambiente microaerofilico. Una vez en el

laboratorio, la muestra es colocada en un medio suplementado como

agar chocolate, © un medio selectivo de Skirrow e introducirse
en una jarra que contenga papel secante, a 35°C , en condiciones
microaerofilicas durante 7 dfas. °'>"" A estos medios de cul

tivo se le ha reportado una sensibilidad de 50 a 95%; pero tiene

una especificidad del 100%.5. El crecimiento de colonias
pequefias translucidas es notado después de 3 dias de
incubacidn. C. pylori es identificado como mévil, curvo gram
negativo , oxidasa positive, y productor de ureasa. No reduce

nitratos o hidroliza el hipurato; es inhibido por la cefalotina,
pero no por el acido nalidfxico.

Este organismo puede ser identificado utilizando tinciones,
como hematoxilina-eosina, Gram, Giemsa, y el método de plata de
Warthin-Starry. Esta dltima, ha demostrado al organismo mas

claramente y es el procedimiento de eleccidn. °° Ver Fig. 3

4.4. IDENTIFICACION.

Placas de agar selectivo deben ser examinadas para observar
las colonias tipicas de C. jejunit a las 24, 48 y 72 hrs de
incubacién a 42°C. Si no hay colonias aparentes, deben de
reestablecerse las condicicones microaerofilicas y las placas ser
regresadas a la incubadora. Las colonias tipicas de C. Jjejuni en
agar suplementado con sangre son translucidas, no hemoliticas,
planas o ligeramente elevadas, redondas © con bordes irregulares,

y aparecen dgrises o rosas. Si las placas estan hutmedas o 1la

(56) JOANN,E. O. Ob. Cit. 415

(57) GUSTAVSSONM.D. Ob. Cit. 266
(58) JoANN,E. O. Ob. cCit. 4106

(59) JUSTABSSON,M.D. Ob. Cit. 266




Gram de C. pylori en cul-
tivo puro después de 96 h
de incubacidén en agar cho
colate. (X1000)

BLASER

Gram contrastado con Carbol
fuchsina de biopsia géstri-
ca de un paciente con gas--
tritis aguda (X100)

BLASER

Fotomicrografia de la tin
cidén de plata de Warthin-
Starry de biopsia gastrica
mostrando numerosos H. Py
lori.

JoANN

FIG. 3




humedad es muy elevada en la incubadora, la colonia tiende a

alargarse y normalmente tiene una consistencia acuosa. Por este
motivo, después de 48 hrs de incubacién, las colonias son
normal mente pequefias: aproximadamente de 1-4 mm de diametro.

Las colonias caracteristicas deben ser transferidas a un
portacbjetos humedo y observados en un microscopioc de contraste de
fases. El criterio mas importante a considerar cuando se
identifica C. jejuni es que-es muy angosto en comparacidén con su
longitud, su movimiento en espiral, y su forma de coma, S , de
gaviota o espiral. Un mejor criterioc taxonédmico debe ser probado
cuando el microorganismo aislado tiene estas caracteristicas.La
prueba para confirmar Catalasa positiva en Campylobacter spp se
muestra en la tabla 2. Una diferenciacidédn entre C. Jjejuni, C.
coli, y C. laridis no es critico para un microbidlicgo en alimentos
porque cada uno de estos microorganismos es responsable de
infecciones humanas. Pruebas seroldégicas se obtienen
comercialmente, y proveen informacién en estudios epidemioldgicos
en donde los microorganismos aislados involucran una infeccidén

humana.

(¢0) DOYLEM. P, Ob. cCit. 3:90
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4.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS.

4.5.1 PRUEBA DE LA CATALASA

4.5.1.1 PRINCIPIO.

Comprobar la presencia de la enzima catalasa.

4.5.1.2 BASES BIOQUIMICAS.

La enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las
bacterias aerobias y anaercobias facultativas que contienen
citocrome. La catalasa es una hemoproteina; el grupo prostético
esta formado por cuatro atomos de hierro trivalente
cFe T -férricod por molécula que retiene su estade oxidado
durante la actividad enzimatica.

Whittenbury observé la presencia de dos tipos de catalasa
entre las bacterias que producen 4acido lactico: 1)la clasica
catalasa que descompone el perdxidoe de hidrégeno y que no es
sensible a las condiciones 4cidas, y 2)una seudocatalasa que
carece del grupo prostético hem y es sensible a un pH adcido. ™

El perdxido de hidrégeno se forma como un producte terminal
oxidativo de la descomposicidn terminal oxidativo de la
descomposicidn aerdbica de los azucares. La flavoproteina reducida
reacciona directamente con el oxigeno gaseoso por medic de la
reduccion de electrones, para formar perdéxido de hidrégeno, y no

por accidn directas entre el hidrégenoc y el oxigeno molecular.

FPH. + O --=> FP + HO
4 2 Z2 2

Flavoproteina reducida Flaveprotefna oxidada

(G1) MAC. FADDIN.J. T. ,Pruebas brogqul micas para la itdentificacidn
de bacterias de importanciLa clinica. Ed. Médica Panamericana.
México. 1084, 5:390
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El peréxido de hidrdgeno, si se deja acumular, es téxico para

las bacterias y provoca su muerte. La catalasa descompone el
perédxido de hidrégeno y oxida los sustratos secundarios; sin
embargo, no tiene accidén contra otros perdéxidos.

La descomposicidédn del perdéxido de hidrédgeno se produce a
través de la accidédn de dos enzimas: 1D catalasa Coxidoreductasa
del perdéxido de hidrégencdl, y 2) una peroxidasa, nicotinamida
adenindinucledtido (NAD) reducido, nicotinamida adenindinucledétido
fosfato CNADPD reducido, citocroemo C, o glutatidn. En da
descomposicidn del perdxido de hidrégeno una molécula actta como
el sustrato y la otra como un dador el sustrato reducido por los
Atomos de hidrdégenc cedidos por el dader, da como resultado un
sustrato reducido y un dador oxidado.

HZO + o O Catalasa > 2 HzO ot o
H O

Otros compuestos, aparte del peréxido de hidrégeno, que pueden
ser sustratos utilizados por la catalasa, son: varios alcohcles
Cpor ejemplo etanol), formaldehido hidratado CHZCCOH)ZD. Acido
nitroso CNOJD. Yy acido férmico CHCOOH). También pueden usarse
sustratos inespecificos como las aminas aromaticas, fenoles y
Acidos aromaticos. El pH éptimo para la actividad de la catalasa

a2
es 7.

4.5%5.1.3 REACTIVOS.
A) Perdxido de hidrégeno, 30%. Csuperoxal)d.
1. Conservar en frasco color ambar. Evitar la innecesaria

exposicidén a la lu=z.

(62). MAC. FADDIN,J. T. ,0b. Cit. 5:40
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2. Mantener contf{nuamente refrigerado cuando no se use.
B) Buffer de fosfato (M-18S3,pH:7

1. Ingredientes.

a) Fosfato monopotasico CKHZPO‘) anhidro. ... cu ce s 1.301 g.
b) Fosfato disddico CNazHPOBJ SATIAT G cox v ot a0 = 1.420 g.
eD) Agtim SeSUELafR o amie e e e e el i $d A B Bt B 2 Rle 1 000 ml.

2. Método de preparacidén.

a) Agregar las sales a un pequefioc volumen de agua destilada
Chervida y enfriada antes de su uso) en un matraz
volumétrico de un litro.

b> Disclver por agitacidn Yy agregar agua destilada cbp
1000 ml.

C) Tween 80,10 %

1.5e obtiene el productc en el comercio:

BBL-Tween 80 (polisorbato 80).

2. Método de preparacidn.

a)dAgregar 1 ml de Tween 80 concentrade a un pequefico volumen
de agua destilada en un frasco volumétrico de 10 ml.

bl)Disclver por agitacidédn y agregar agua destilada c¢cbp 10 ml.

El Tween 80 es un polioxietileno derivado del moncleato de
scorbitan, compuesto de actividad en superficie.

D) Control de Calidad:

El peréxido de hidrégenc debe ser controlado con cultivos
positives ¥ negativos conocidos, antes de su uso general. EL
Staphilococcus aqureus y cualquier especie de Streptococcus son
buencs controles. S. aqureus: prueba fuertemente positiva; especies
de Streptococcus, prueba negativa. Tambien puede usarse una placa
de agar sangre como control positive (debido a la catalasa de los

eritrocitos), ¥y una placa de agar checolate como contrel negativo.




E> Conservacidén:

Guardar todos los reactivos en un refrigerador C4°C> mientras
no se usan. La estabilidad del buffer fosfato es variable; por lo
tanto, debera hacerse un contreol de calidad periddico y
descartarlo cuando muestre una reaccidédn negativa o débil con un

organismo positivo conocido.
4.5.1.4 METODOS.

AdPruebas de la catalasa de rutina, a temperatura ambiente.(C25°C)
1.Método en portacbjetos, procedimiento recomendado.
adCon una aguja de inoculacidédn recoger una colonia pura de
18 a 24 hrs y colocar scbre un portacbjetos de vidrio
limpio.
b)Se debe tener cuidado de no introducir el asa en el agar
sangre, ya que ésto invalida la prueba.
c)Agregar una gota c:{e-‘ll-izo2 al 30% sobre el organismo del
portaobjetes. Usar un gotero o una pipeta Pasteur.
1.Noe invertir el orden del método porque pueden
producirse resultados falsos positives.
2.No mezclar con el asa de inoculalcidén. No es necesaria
las mezcla del microorganismo y el Hzoz'
d)Observar 1la formacidén de burbujas (liberacidén de gas) y
registrar el resultado.
2. Método en tubo de ensayo.
a)Agregar directamente 1 ml de Hzoz al 3% a un cultive puro
en agar en pico de flauta, densamente inoculado.
BONo utilizar un medic de cultivo de agar sangre.

c)Observar la formacidn de burbujas y anotar. *?

(63) MAC. FADDIN,J.T.,0b. Cit. S:i41
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4.5.1.5 RESULTADOS.

Los resultados se pueden observar en el apéndice.

4.5.1.6 INTERPRETACION
Ad. Prueba positiva: formacidn inmediata de burbujas bien visibles
Cformacidn de Oz). Prueba positiva para Campylobacter spp.

B). Prueba Negativa: no hay formacién de burbujas, no se forma
6‘ .
Ol 5
2

4.5.2 PRUEBA DE LA OXIDASA

4.5.2.1 PRINCIPIO.

Determinar la presencia de la enzima oxidasa.

4.5.2.2 BASES BIOQUIMICAS.

La prueba de la oxidasa estid basada en la produccién bacteriana
de una enzima oxidasa. Esta énzima citocromo oxidasa que activa la
oxidacidn del citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que
a su vez actuda como aceptor de electrones en la etapa terminal del

sistema de transferencia de electrones.

4.5.2.3 REACTIVOS EMPLEADOS.

A) Reactivo para la oxidasa.

1. Reactiveo de Kovacs: Diclorhidrato de tetrametil-p-fenilen

diamina al 1%

(G64) MAC FADDIN,J. T.,Ob. Cii. 542
(65) MAC. FADDIN.J. T. Ob. Cuit.23:155




B) Método de preparacidn:
1. Disolver 1 gr del reactivo en menos de 100 ml de agua

destilada.
2. Calentar suavemente hasta su disolucidn.
3. Pasar a un matraz volumétricoe y agregar un diluyente
adecuado Cagua o alcohol etilicoed cbp 100 ml.

4. Dejar reposar 15 min.~ antes de su empleo.

5. Guardar en frasco de vidrio de color ambar, tapado. Evitar

innecesaria exposicién a la luz.

El reactivo de Kovacs, solucién acucsa al 1% de tetrametil -p-fe
nilendiamina, es poco tédxico y sumamente sensible. Este reactivo
imparte un color lavanda a las colonias oxidasa positive que
gradualmente vira a un pdrpura negruzco intenso, pero también

puede impartir color al medioc que las rodea.

C. Control de calidad:

Cualquiera de los reactivos empleados, deben ser controlados
con cultivos positivos y negativos conocidos antes de su emplec
general .

La E. colt, cualquier especie de Neisseria o de Pseudomonas
aeruginosa constituyen un buen control, dade que se obtienen
facilmente y no ofrecen problemas para su conservacién en cultives
madre: £. coli, reaccidn oxidasa negativa:; Neisseria spp. ,P.

; ; ; s GS
aeruginosa, reaccidn oxidasa positiva.

DD Conservacidén
Guardar todos los reactivos en un refrigerador (4°C) mientras
no se use; calentar los reactivos antes de su emplec. Barry vy

Bernshon recomiendan congelar los reactivos en volumenes de 1 a 2

(66) MAC. FADDIN,J. T. Ob. Cit. 23:156,157
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ml. para reducir la autocoxidacidédn y prolongar su actividad. Todos

los reactivos deben ser recién preparados antes de su empleo,
puestc que en solucidn se desactivan rapidamente. Si estan

refrigerados, pueden mantenerse estables desde S dias a 2 semanas.

4.5.2. 4 METODO.

A) Método en placa directa.

1. Agregar directamente 2 o 3 gotas de reactivo a algunas
colonias sospechosas gque se desarrollan en un medic en
placa, por ejempleo, agar sangre o agar chocolatado.

2. No inundar teda la placa con el reactivo.

3. Observar los cambios de color.

Reactivo de Kovacs: reaccidédn de color dentro de los 10 a
15 seq.
B) Método indirecto de Kovacs sobre papel,

1. Colocar en un trozo de 6 cm’ de papel filtro Whatman #1 en
una caja de petri.

2. Agregar de 2 a 3 gotas de reactivo de Kovacs en el centro
del papel.

3. Hacer un extendido con el asa de inoculacién de una colonia
sospechosa, en el papel impregnado con reactivo siguiendo
una lfnea de 2 a2 6 cm de longi tud.

4. La reaccidén de color positiva se produce de los 5 a 10

segundos.

4.5.2.5 RESULTADOS.

Los resultados se pueden ver en el apéndice.
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4.5.2.6 INTERPRETACION.

A). Colonias oxidasa positivas: la colonia toma un color rosado,.
después marrodn y finalmente negro. Campylobacter spp.

B). Colonias oxidasa negativas: No se produce cambioc de coclor en
las colonias, o sdédlo adguieren un color rosado palido por el
reactivo. Puede producirse una coloracidn negra del medio
circundante.

Si se emplea el reactivo de Kovacs, la reaccién oxidasa
positiva esta indicada por un color negro purplureoc gque se
desarrolla en el término de 10 seg; la reaccidédn positiva dentro de
los 10 a B0 seg. se considera un resultade retardado. Steel
asegura que el desarrollo tardf{o de color, pasado un pericdo de B0

seg. indica una prueba oxidasa negativa.

4.5.3 PRUEBA DEL NITRATO

4.5.3.1 PRINCIPIO.
Determinar la capacidad de un organismo de reducir el nitrato

en nitritos o en nitrégeno libre.

4.5.3.2 BASES BIOQUIMICAS.

La reduccién del nitrato CNCE—D en nitrito CNCE‘) y en gas
nitrdégeno CNZJ tiene lugar generalmente en condiciones
anaerdbicas, en las cuales un organismo obtiene su oxigeno del
nitrate. El oxigeno sirve como un aceptor final de protcones y
electrones. La mayoria de las bacterias aerdbicas son anaerobios
facultativos y sélo pueden reducir el nitrato en ausencia de

oxigeno. Esta respiracién anaeredbica es un proceso de oxidacién

(67) MAC. FADDIN,J.T. Ob. Cuit. 23:158




por el cual las sustancias inorganicas, especialmente nitrato ¥y
sulfato, o raramente hidratos de carbono proporcionan oxigeno para
que sirva como aceptor de electrones para suministrar energia. En
la reduccién por nitrato, los citocromes bacterianos transportan
electrones a moléculas aceptoras especificas. Gunsalus y Stanier

aseguran que hay pruebas de que el nitrato actua como el oxidante

final en los sistemas citocromo.

NO'T 4+ Be "4 2HT ——3 NO~ + HO
3 2 b 4

Nitrato Nitrito

Sin embargo, las posibilidades del producto final de reduccidn
del nitrato son muchas: nitrito CNO;). amoniaco CNHBD. nitrdégeno
molecul ar CNz). &dxido nitrico C(NO), éxido nitroso CNZOD. El
producto final de la reduccidn que se forme depende de la especie
bacteriana. El1 maAs comun es nitrdgeno molecular Cun gas) por

medio de la reduccidén de nit,rito‘da

2NO~ + 10e + 12H® --3 N + B HO
3 2 - ]

Nitrato ' NitrOgeno

La reduccidn, por lo tanto, en la prueba de reduccién del
nitrate, se manifiesta por la presencia de un producto final

catabdlico o la ausencia de nitrato en el medio.

4.5. 3.3 MEDIOS EMPLEADOS.
AdCaldo con nitrato pH=7
B)Agar con nitrato pH=7

Para la el aboraccidn de los medios ver el apéndice

(68) MAC FADDIN,J. T. ,Ob. Cit. 21:142




correspondiente.
COMétodo de preparacidn:
1. Pesar las cantidades indicadas.
2. Rehidratar con agua destilada.
3. Calentar suavemente hasta disolucién.
4. Distribuir en tubos o en placa.
adAgar con nitrato: 5 ml por tubo.
bldCaldo con nitrato: 1 ml por tubo.
DOMétodo de esterilizacidn.
1. Autoclave.
2. 121°C, 18 lbs, 15 min.
EDDejar que solidifique el medio de agar en pico de flauta.
FODejar enfriar cualquiera de los medios antes de su empleo y
refrigerar para su conservacién C4-10°C)
Gl)Inocul acidn.
1. Crecimiento de un cultivo puroc de 18 a 24 hrs.
2. Medio de caldo inéculo denso.
3. Medio de agar en pico de flauta: cola de pescado en el pico
de flauta y puncidén en la capa profunda.
4. Deben hacerse simultaneamente dos controles.

a) Tubo de control 1: Inoculado con un organismo nitrato
positivo conocido.

b) Tubo de control 2: no inoculado, pero tratado en las
mismas condicicnes que el inoculado. Controlar para determinar si
hay nitrito en el medio.

H) Incubacién.
PR
2. Del12 a 24 Hrs.
o2 Agregar reactivos de nitrato antes de hacer la

interpretacidn.




El medio con nitrato puede utilizarse como caldo o como agar en

pico de flauta. Sin embargo, ZoBell y Hitchens recomiendan el uso
de un medic semisdlido que contenga 0.2 a 0.4 % de agar. ZoBell
asegura que un medioc semisélido favorece la reproduccidédn, permite
el movimiento de los organismos, difunde rapidamente los
nutrientes y productos de desecho y aumenta las actividades

. so
reductoras de un organismo.

4.5.3.4 REACTIVOS EMPLEADOS.
AD) Reactivo A: dos elecciones.
1. a-naftilamina, O.5%.
2. Dimetil-a-naftilamina, O.6%.
ad) Ingredientes.
1. a—naftilamina S gr.
Co dimetil —a—naftilaminad S gr.
2. Acido acético (BND 20% 1000 ml
b) Método de preparacidn.
1. Disoclver cualquiera de ambas sustancias en menos de 1000
ml de Acido acético BN, por medio de un suave calentamiento.
ad) Acido acético 20 ml
b) Agua destilada cbp 1000 ml.
2. Pasar la solucidédn a un frasco volumétrico de 1 litro y
agregar acido acético S N cbp 1000 ml.
3. Filtrar la solucidn con un algodédn absocorbente.
4. Guardar en frasco ambar, tapado.
S. Rotular correctamente.
B) Reactivo B: 4Acido sulfanilico, 0.8 %.
1. Ingredientes.
adAcido sulfanilico Cacido paraamincbencen-sulfdénicol 8gr.

b)Acido acético (5 ND) 3230 % 1000 ml

(69 MAC FADDIN,J. T. ,Ob. Cit. 21:143



2. Método de preparacidn.

adDisolver el Acidosulfanilico en menos de 1000 ml de Acido

acético S N.

bdPasar la solucidn a un frasco volumétrico de 1 1lt. ¥

agregar Acido acético S N cbp 1000 ml.

c)Guardar en un frasco de vidrio de color ambar, tapado.

d)Rotular correctamente.

C) Control de Calidad.

Ambos reactivos A y B deben ser controlades con cultivos

positivos y negativos conocidos antes de su uso general. Son

buenos controles la E. colit y el Acinetobacter calcoaceticus

porque se obtienen faAcilmente y sSu conservacién en forma de

cultives madre no ofrece inconvenientes. E. coli: reduce los

nitratos C(+). Acinetobacter calcoaceticus: no reduce los nitratos

C=24

D) Conservacidn.

" g o "
Guardar ambos reactivos en el refrigerador (4 C) mientras no se

les usa. Por lo general éstos reactivos se mantienen estables por

le mencos 3 meses.

4.5.3.5 METODO.

: [

Fase 1.
a)Agregar directamente a un cultivo de nitratec incubado:
1. Reactivo A: 1 ml
2. Reactive B: 1 ml
bdUn resultado positive Ccolor rojol) dentro de los 30 segq.
indica una prueba completa; desechar el tubo.
¢c)Si es negativo (no aparece color) continuar ceon la fase 2.
Fase 2.Método de reduccidén del Zn.

ad Agregar directamente el tubo que contiene los reactivos A
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y B, una pizca Caprox, 20 mg) de polvo de Zn.

bJEl polvo de Zn debe estar exento de nitratos o nitritos.
c)Observar la interpretacién final. El color se produce en

el término de 30 seqg.

4.5. 3.6 RESULTADOS.

Los resultados pueden verse en el apéndice.

4.5. 3.7 INTERPRETACION.

ad) Fase 1.
1. Prueba positiva.
adColor rosado o rojo intenso.
bONitrato reducido a nitrito por el organismo.
cJ)Prueba completa. Se trata de Campylobacter spp.
2. Prueba negativa.
aJNo se ha desarrollado color.
b)Seguir con la fase 2.
b) Fase 2. Prueba de la reduccidn del Zn.
1. Prueba positiva
adNo se desarrolla color.
bJAusencia de nitrito en el medio.
cJEl organismo redujo el nitrate en nitrite y luego redujo
nuevamente el nitrito. Es Campylobacter spp.
2. Prueba negativa.
adColor rosado o rojo intenso.
PIDNitrato presente; no ha sido reducido por el organismo.
cJEl Zn redujo el nitrato en nitrito. °
(70) MAC. FADDIN,J. T. Ob. Ctit. 21:1146
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4.5.4 PRUEBA DEL ACIDO SULFHIDRICO

4.5.4.1 PRINCIPIO
Determinar si se ha liberado 4cido sulfhidrico CHZSD por accidn
enzimatica, de los aminocdcidos que contienen azufre produciendo

una reaccidén visible de color negro.

4.5. 4.2 BASES BIOQUIMICAS.

La protedlisis de las proteinas da amincacidos individuales;
algunas especies bécterianas heterotréficas son capaces de liberar
azufre enzimaticamente de los diferentes aminocacidos que las
contienen, produciendo un gas st' La peptona, la cisteina, la
cistina y el tiosulfato, todos son fuentes de azufre, pero las
diferentes especies utilizan distintos compuestos © aminocacidos
que contienen azufre para producir st' La enzima responsable de
ésta actividad es la cisteinasa.

Un organismo que produzca HzS cultivade en un medio organico
como la peptona, reduce el azufre por hidrogenacidén, produciendo
el gas st.

La capacidad de un organismo de producir HzS es una
caracteristica constante y el que lo hace, por lo genral, produce
gas CCO& + Hz) en medios con hidratos de carbono.

Para determinar la produccién de Aacido sulfhidrico deben
tenerse en cuenta cuatro factores: 1JEl tipo y la disponibilidad
de la fuente de azufre; 2)La sensibilidad de la prueba para la
deteccidn de HZS.; 3)El crecimiento de un organismo en un medio
basico; 4JLa presencia de la enzima reductora de st en el

: 74
organismo que se estudia.

(714) MAC FADDIN,J. T. Ob. Cit. 13:94,96
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4.5. 4.3 MEDIOS EMPLEADOCS.

Prueba de la tira de acetato de plomo.

1. Tiras de reactivo.
a) Reactivo:solucidn acuosa de acetato de plomo, saturado
caliente.
b Producto comercial disponible: Tiras para la prueba de
st de Difco.
c) Preparacidén de las tiras de papel de acetato de plomo.
1. Cortar el papel filtro en tiras de aproximadamente 1.2
cm vy 2.4 cm de largo.
2. Sumergir las tiras en solucidédn de acetato de plomo
caliente y colocar ( tomandolas con unas pinzas) en un frasco de

boca ancha con tapa de rosca.

3. Dejar secar al aire o colocar en estufa a 50 - 80°C.

4. Cerrar el frasco con cinta de autoclave; tapar sin
apretar.
d) Método de esterilizacidn.
1. Autoclave
2. 121°C, 15 lbs, 15 min.
e) Enfriar y secar.
f3> Rotular el recipiente con la fecha del procesoc de
autoclave. Volver a esterilizar después de 3 semanas.
2. Medios empleados.
Caldo nutritivo pH=6.0. Ver los medios en el apéndice I.
3. Método de preparacidén.
adPesar 1la cantidad exactamente como se indica.
bdRehidratar con agua destilada.
cJ)Calentar suavemente hasta disolucidn.

ddDistribuir de 4 a S ml por tubo.
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4 Método de esterilizacién

a)Autoclave.
b>121°C, 15 1lbs, 15 min.

5. Enfriar a 45°C en un bafico de agua.

4.5.4.4 METODO.
ADMétodo de ZoBell y Feltham.
B)Medio: Calde nutritivo.
COInccul acidn.
adCrecimiento de un cultivo puro de 18 a 24 hrs.
bdIndéculo espeso.
D) Asépticamente, suspender una tira de acetato de plomo estéril
por sobre el nivel del caldo.
adColeocar la tira en el tubo, scbre un costado, a unos 10 mm
por encima del nivel del caldo. No sumergir la tira en el caldo.
bl Asegurar la tira. Doblar run extremo de la tira scbre el
borde del tubo. Poner la tapa para mantener la tira en su lugar.
EdIncubacidn.
De 30 Céptimad a 35°C. Leer al cabo de 12 a 24 hrs. Esperar B

dias antes de hacer el informe negativo.

4.5.4.5 RESULTADOS.

Los resultados pueden verse en el apéndice.

4.5.4.6 INTERPRETACIONES.
AD Positivo: coloracidén negro pardusca de la tira de papel;
puede tener cierto brillo.

B) Negativo: no hay alteracidn ni colaracidn de la tira. 2

(72) MAC FADDIN,J. T. ,Ob. Cit. 13:99,101
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4.5.5 REACCION DE LA UREASA

4.5.5.1 PRINCIPIO.
Determinar la capacidad de un organismo de desdoblar la urea,

formandeo dos meléculas de amoniaco por accidn de la enzima ureasa.

4.5.5.2 BASES BIOQUIMICAS.

El sustrato urea es una diamida del &cido carbdénico, a la que
frecuentemente se' mencicna como carbamida. Todas las amidas
CECO—NHZD son rapidamente hidrolizadas. La hidrdlisis de la ureasa
es catalizada por una enzima especifica, la ureasa, para dar dos
moléculas de amoniaco. En solucidén, la urea se hidroliza, dando
carbonatoc de amcnioc como producto final.

En el caso de la urea, el nitrdgenoc es disociado en amoniaco.
La ureasa actda sobre los enlaces C-N del compuesto, con excepcidn
de los gue contienen enlaces peptidicos.

El pH éptimeo para la actividad de la ureasa es 7.

4.5.5.3 MEDIOS EMPLEADOS.
Caldo de Urea pH:6.8. Ver apéndice I para su preparacidén.
1. Indicador del pH: rojo de fenol.
adAcido: color amarillo, pH: 6.8
blAlcalino: color rojo rosado, pH 8.4
c)Medio no inocul ado:
1.pHIG.B
2.color amarillo anaranjado.
2. Productos comerciales.
BBL: calde para la reaccidén de la ureasa.
3. Métcocdo de preparacidn:

adPesar las cantidades exactas.
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bd)Rehidratar con agua destilada.

cd)No calentar para disolver. La urea se descompone con el
calentemiento.
4. Método de esterilizacidn.
a)JFiltracidén
1.Método de filtro de membrana millipore.
2. Membranas: 0.45 gy de diametro del poro.
bDSi el medio es preparado e inoculado inmediatamente, no es
necesaria la filtracidén; pueden obtenerse resultados confiables.
5. Dejar enfriar antes de su uso y refrigerar para su conservacion

C4-10°C).

4.5.5.4 METODO.

adCrecimiento de un cultivo puro de 18 a 24 hrs.

b)Inéculo denso: la cantidad recogida con el asa de inoculacidén
Cde 2 mm) 3 veces.

c)Agitar suavemente el tubo para lograr la suspensidédn de
bacterias.

ddIncubar a 35°C.

e)Observar la reaccidén después de 8, 12, 24, 48 hrs de
incubacidén.

fO2Con el cambio de la temperatura se producen cambios en la

velocidad de produccién de urea.

4.5.5.5 RESULTADOS.

Los resultados pueden verse en el apéndice.

4.5.5.6 INTERPRETACION
1D Reaccidn positiva.
Color rojo rosado intensc en todo el caldo.

Positivo para Campylobacter spp.
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2)Reaccidn negativa: no se produce cambio de color

Camarillo-—anaranjado).

4.5.5.7 PRECAUCIONES.
El elevado sistema buffer oculta la actividad ureasa en

organisme que son positivos retardados. ©°

4.5.6 PRUEBA DEL HIPURATO

Un asa llena de un cultivo de 18 hrs de agar infusidén de
corazédn con 5% de sangre de conejo desfibrinada, se emulsiona en
0.4 ml de solucidn acuosa de hipurato de sodio al 1% y la
suspensién densa se incuba en un baflo de agua a 37°C durante 2 hrs
Tras la incubacidn, wutilizar una pipeta para afiadir lentamente
0.2 ml de solucidn de ninhidrina Cninhidrina al 3.5% en una mezcla
1:1 de acetona y butancl) por las paredes del tubo hasta formar
una capa superior. Incubar 10 min. en un bafio de agua a S7C Y
examinar la suspensidn para ver si hay color. Un purpura intenso
Ccristal violeta) se considera reaccidén positiva. Las reacciones
débiles se consideran negativas. Prueba positiva para

Campylobacter jejunt.

4.5.7 TOLERANCIA A LOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

Inocular la superficie de un agar sangre con un indculo de
caldo infusidén de corazédn a fin de conseguir un desarrollo

confluente. Colocar un disco de 30 ug de acido nalidixico y 30 ug

(73) MAC FADDIN,J.T. ,0b. Cit. 28:185,187




de cefalotina en la superficie del agar.

Incubar a 36°C durante 18

hrs y leer. Si no se observa desarrollo en la placa, incubar y

leer a las 48 hrs. Una zona de inhibicién se considera una

. » 74
reaccidén susceptible.

(74) LENNETTE,E. N. Ob. Cit. 27:387
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V. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD HUMANA

5.1. DETERMINANTES DE LA VIRULENCIA

Todes los Campylobacter jejuni aislados no tienen la misma
virulencia y no todos los individuos son igualmente susceptibles a
las infeccicnes por Campylobacter, por esta razén, no todos los
indi viduos expuestos al microorganismo desarrollan
gastroenteritis. Los reportes indican que tan £6la 500 €.

Jejuni viables podrian iniciar enteritis en humanos.

5.1.1.Mecanismos de Patogenicidad.
5.1.1.1. Campylobacter jejuni.

Aunque los mecanismo de patogenicidad de €. jejuni no son
claros. Progresos considerables han sido realizados en los dltimos
5 afos, para comprender el factor de virulencia. Los mecanismos
por los cuales €. jejuni causa infeccidn han sido postulados en
estudics de wvarios sindromes clinicos. Las caracteristicas
clinicas de las infecciones por Campylobacter parecen ser causadas
per muchos enteropatégenos. El aislamiento de €. Jjejuni de
muestras de sangre y otros sitios extraintestinales,indican que el
organismo no es un simple patédgeno oportunista. Como otres agentes
patdgenos, las infecciones por C. jejuni producen altos titulos de
anticuerpos de IgG e IgM, indicando que los constituyentes
celulares bacterianos entran en contacto con los componentes del
sistema inmune extraintestinal para producir una respuesta
inmuncldégica humoral en el huéSped.75

Los enteropatdégencs producen infeccidn por diferentes

(7%) DOYLE,M.P. ,0b. Cit. 3:02



mecanismos. Un ejemplo es la enterotoxigenicidad, por la cual, la

bacteria coloniza el intestino, se multiplica en la superficie del
intestino, ¥y elabora enterotoxinas que estimulan el flujo de
liquidos ¥y electrolitos resultando en diarrea acuosa. La diarrea
acuosa que se produce en algunas infecciones por C. Jjejuni pueden
deberse a la elaboracién de una enterotoxina que ha sido reportada
por varios investigadores.

Un segundo mecanismo por el cual los enteropatdgenos producen
enfermedad es por medio de un proceso invasivo, en el cual, el
organismo penetra el intestino o el colon. Después de la
penetracidén, el organismo se multiplica intracelularmente y se
disemina en/y a través de 1la mucosa, gquedando una lesidn
superficial. El iledn terminal vy el colon son primeramente
involucrados, ¥y las muestras en ocasiones contienen sangre vy
leucocitos. Blaser y col. reportaron muestras diarreicas
sanguinolentas en pacientes con enteritis por Campylobacter; el
ileén terminal y el colon son las aAreas principalmente afectadas.

La variacidén en los sintomas de pacientes con enteritis por
Campylobacter pueden ser el resultado de diferentes mecanismecs
por los cuales diferentes cepas de C. jejuni producen enfermedad.
El establecimiento de una infeccidédn entérica es con frecuencia
dependiente de la habilidad del enteropatégeno de colonizar la
mucosa intestinal. Al gunos enteropatdgenos colonizan la
superficie mucosa sobreviviendo y multiplicandose en las Aareas
externas de la capa mucosa cubriendo la superficie del intestino.
Otros son capaces de colonizar las cavidades mucosas profundas de
Lieberkuhn y 1las cavidades del celon por un mecanismo de
agregacion como quimiotaxis. C. Jjejuni es exitoso al coclonizar y
multiplicarse en el intestino humano, como fue‘demostrado por una

gran cantidad de organismos en muestras diarreicas.



La mucosa intestinal, que es muy viscosa, combinado con la
flora intestinal, sirve como una mejor barrera a la penetracidn
para la mayoria de los enteropatdgenocs. Debido a que las especies
de Campylobacter son altamente méviles y tienen forma de espiral,
son capaces de penetrar esta matriz viscosa y colonizarla. Un
estimulo quimiotictico puede incluso facilitar la colonizacidn
incrementando la movilidad del organismo. La mucina gastrica de
cochino, que ha sido utilizada para incrementar la virulencia de
Neisseria, Y. enterocolitica, y C. jejuni, ha sido reportadas como
un quimiocatrayente de C. jejunti. Esta respuesta quimiotactica es
parecida a la de L-fucocsa, y L-serina que scon componentes de la
mucina. Hugdahl y Doyle estudiaron la quimiotaxis entre C.
Jjejuni y encontraron que el organismo era atraido a L-fucosa,
Csolamente uno de 20 carbchidratos probades), y L-aspartato,
L-cisteina, L-glutamato y L-serina, (de 15 aminodcidos probados).
Lee y col. repcrtaron que C. jejuni tenia afinidad por la mucosa.
C. jejuni diffcilmente coloniza la mucosa de los foliculos cuando
es inoculado cralmente en ratones. La habilidad de C. jejuni de
colonizar la mucosa intestinal exitosamente a través del moco fue

propuesto como un determinante importante de patogenicidad.76

(?6) DOYLE,M. P. ,0b. cCit. 3:92,03
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Algunos investigadores han sugerido que la presencia de

adhesidén en los flagelos ayuda a C. jejuni a atacar las ceélulas
epiteliales y a alterar los bordes. Varios medicamentos y la
presencia de ciertas substancias interfieren con la adherencia
in vitro de C. jJjejunt a las ceélulas epiteliales. McBride vy
Newell demostraron una inhibicidén parcial de la adherencia por
carbohidratos como glucosa, galactosa, N-acetil glucesamina,
N-acetil galactosamina, y sorbitol. Tratando las células con 2.5 %
de glutaraldehido, enzimas pr‘oteoliticas. y D-mancsa, resultando
una reduccidén del S0% de 1la adherencia de C. Jejuni a las
células.w

5.1.1.2. Helicobacter pylori (Campylobacter pylori)d.

Es importante considerar varios mecanismos por los cuales H.
pylort CC. pylori> causa enfermedad. Este organisme vive en el
moco que cubre la mucosa gastrica y parece ser que no invade el
tejido. La virulencia debe ser dividida en 2: Mantenimiento ¥y
Patogenicidad.

adFunciones de mantenimiento: H. pylori es mévil, adn en un

medio muy viscoso similar a la mucosa en la que vive. La movilidad
le permite al organisme evadir la acidez gastrica y 1la
peristilsis. La adherencia es otro mecanismo para el mantenimiento
de la infeccidédn. Aunque H. pylori vive en la superficie de la
mucosa, algunos se adhieren al epitelio. Se han descrito dos
diferentes adhesinas.

La actividad de la ureasa a través de la produccidédn de amonia,
neutraliza la acidez gastrica en el microambiente de la bacteria.
La constante de Michaelis de la ureasa de H. plylori a 0.4 mM es
uno de los mas bajos de las ureasas conocidas, permitiendo a la
enzima operar a maxima eficacia, con una menor concentracidén de

78
urea en el lumen gastrico .

(?7) DOYLE,M. P. ,0b. Cit. 3:92
(?8) BLASER,M. J. ,Helicobacter pylori....oOb. Cit. 629,630
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H. pylori como especie Campylobacter, es muy susceptible a
morir por condiciones aAcidas, sin embargo, en presencia de urea,
el organismo sobrevive porque la produccidn relacionada
ureasa—-amonia nautraliza la acidez. La actividad de la ureasa

provee de nitrégenc al or‘ganismo.?p'ao‘

bdMecanismos de Patogenicidad: Leunk y col describieron una

proteina citotdxica que causa vacuolizacidn de cultivos de tejidos

Ver figura 4.

celulares, similar al observado en las células epiteliales de la
mucosa en humanos infectados. El suero de personas infectadas
neutraliza la acti'vidad citotdxica y contiene anticuerpos para un
marcador de la citotoxina. Cultivos filtrados de H. pylort
producen ademas una protefinasa que degrada la mucina "in wvitro".
También se ha descrito una proteina de superficie que causa

hipoproduccidén de aAcido por las células parietales.a"

5.1.2 Toxinas de Campylobacter spp.
5.1.2.1. Campylobacter jejuni.

Los diferentes tipos de toxinas, gque son producidas por
diferentes cepas de C. jejuni pueden ser la razdén de las
diferencias de los sintomas clinicos de los pacientes con
enteritis por Campylobacter: Ruiz-Palacios y col. fueron los
primeros en describir una enterotoxina semejante a la del cdélera
producida por C. jejuni. Recientemente, Klipstein y col. re
portarcn una correlacidn entre los estados clinicos de individuos
infectados ¥y las propiedades patogénicas de los microcorganismos

aislados. Los aislamientos de individuos asintomaticos no producen

(79) BLASERM. J. ,Helicobacter pyleri. .. 0b. cCit. ¢30

(80) MARSHALL,B. J. ,BARRETT,L. J. ,PRAKASH,C. MAC CALLUM,R. W. Urea
protects Helicobacter (Campylobacter) pyleor. from the
bactericidad Effect of Acid. Gastroenterology. 1990 . 993160 7—
702

(81) BLASER,M. J. ,Helicobacter pylori...0b. cit. 3o
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toxinas; aislamientos de pacientes con diarrea secretora producen

una enterotoxina que causa acumulacidén de liquido en el iledn de
las ratas; y 6 muestras de pacientes con diarrea sanguinclenta,
produjeron una citotoxina celular Vero o HelLa. Es interesante que
los filtrados de pacientes con diarrea sanguinolenta no producen
la acumulacidén de liquidos en ratas con el iledédn ligado.

McCardell y col. aislaron una enterotoxina semejante a la del
cdlera que era citotdxica a células adrenales de ratédn Y-1 vy
podian ser neutralizadas por antisueros de conejos contra la
toxina del cdlera. Kazmi ¥y col. observaron una relacidn entre el
incremento de la virulencia in vitro de las cepas de Campylobacter
Jejuni y la produccién de enterotoxina soluble. E1 culLi\}o de
filtrados de cepas pasadas por ratén de C. Jjejunit fueron
fuertemente citotdxicas a las células Vero, mientras que cultives
filtrados del original fueron solamente un poco tédxicas, estos
resultados sugieren un incremento en la expresidn genética de las
toxinas o© una seleccidn de los genes productores de toxinas
durante su paso por el animal. Klipstein y col. usaron ceélulas
ovaricas de Hamsters chines y enzimas ligadas inmunoabscrbidas
CELISAD, para estudiar una enterotoxina de C. jejunt. Ellos
encontraron que la toxina era similar a las toxinas termolabiles
de £. coli (CLTD vy toxinas del cdlera CdCTD. La respuesta
secretoria a la enterotoxina de C. jejuni en ratas con el iledn
ligado fue neutralizada pasivamente con la administracidén de
antisuero a LT o activado por inmunizacién con la toxina. Mientras
que esta enterotoxina de C. jejuni no sea bien caracterizada, sera
reportada como una proteina larga con un peso molécular entre
60,000 y 70,000. La toxina es termolabil, es desnaturalizada en

una hora a 56°C. Esta toxina es completamente destruida a un pH



de 2 y 8, y parcialmente inactivada a un pH de 4. La actividad

tdxica se pierde progresivamente después de almacenamiento por un
mes a 4°C.

Klipstein y col. encontraron que las toxinas de C. jejunt
poseen una subunidad B semejante a CT que liga receptores
especificos en la membrana celular permitiendo la internalizacidén
de adenilato ganglidsido de la misma manera como la subunidad B de
LT ¥ CT es medido utilizando un ganglidésideo ligado (:‘vMl por el
método de ELISA. Esta prueba indica una relacidén inmunolégica
entre las toxinas de C jejuni y las subunidades LT y CT.

La observacidn comun de muestras diarreicas sanguinoclentas de
pacientes con enteritis por C. jejuni sugiere una invasién de la
mucosa directa del intestino por C. jejuni. Manninen y col.
mostraron la asociacidén del organismo a las células HelLa que es
seguido por penetracidén y proliferacidn celular.

Otros factores tdédxicos producidos por C. Jjejunt causan
citotoxicidad que afectan el rifién de ganado, ovarios de Hamsters
chinos, células Vero y HeLa. Este factor citotdxico esta presente
en células libres por sonificacidén, Y su liberacidn es
incrementada tratando las células con Polimixina B antes de la
centrifugacidén y filtracién. Esta toxina es sensible a tripsina, y
es mas tolerante al caleor Cestable a 860°C por 20 min.) que las
enterotoxinas de C. Jejunti. Esta citotoxina no puede ser
neutralizada por antisuero de conejo a la toxina Shiga o a las
toxinas de Clostridiumn difficile. El significado de éste factor
de citotoxicidad en la patogeénhesis de C. jejuni requiere mayor
investigacidn.

La citotoxina y la enterotoxina producida por C. jejuni son
aparentemente unidades separadas porque una o ambas pueden estar

presentes en aislamientos clinicos. El antisuero a LT no
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neutraliza la actividad citotédxica en las células Vero o HeI_.a.a

5.1.2.2. Campylobacter pylori.

H pylorit (C. pylori2 produce muchas enzimas Yy toxinas de
desconocido significado clfnico. Dos de éstas enzimas podrian ser
de particular importancia. H. pylori produce grandes cantidades de
urea amidohidrolasa (ureasad una enzima postulada para
alcalinizar y de ahi, optimizar el medioc ambiente adyacente al
microorganismo. M. pylort produce ademads una proteasa mucinoclitica
que amenaza la barrera mucosa, lo que tedricamente lo coloca en la
mucosa inferior; con el riesgo de un mayor daflio por el acido y la
pepsina. Estas enzimas han sido postuladas por su papel en 1la
interaccidén entre el huésped y el organismo, y en algunos casos en

su patologia. s

5.1.3 Utilizacién del Fierro.

La produccidén de toxinas por C. Jejuni aumenta bajo
condiciones de un exceso de fierro. Las cepas gque no producen
niveles detectables de toxina, pueden llegar a ser productores de
toxina cuando se le adicicna al medic un suplemento con fierro.
Esta observacién estia de acuerde con un reporte de Kazmi y col.
que indicaron gque el fierro es un componente clave en la
patogenicidad de C. jejuni. El fierrc es un elemento esencial para
el crecimiento de los microorganismos por su papel en el
transporte de electrones. En sistemas bioldégicos por su papel como
patégenoc , el organismo debe adquirir fierro del huésped y adn
competir con las proteinas que ligan y almacenan el fierro del

huésped C(transferrina y lactoferrinald. Para adquirir el fierro

(82) DOYLE,M. P. Ob. Cit. 3:95
(83) JoANN,E. O. ,0b. Cit. 415



necesario, el microorganismo produce compuestos proteicos de alta
afinidad que pueden ligar Y solubilizar el fierro para
transportarlo a tridves de la membrana celular.

Los compuestos ligadores del fierro producidos por 1la
bacteria,son colectivamente llamados siderdforos. Estas proteinas
tienen capacidad de ligar el fierro como 1las proteinas del
huésped. Sin embargo, poco se sabe acerca de la adquisicidén del
fierro por Campylobacter spp. © el papel del fierro acerca de la
patogenicidad de éste organismo. Aunque el fierro parece ser un
factor importante en el crecimiento Y en el establecimiento de la
infeccidn por C. Jjejuni, el mecanismo exacto involucrado en éste
proceso aun no es bien conocido.

Campylobacter spp. no parece producir niveles detectables de
sideréforos, aunque la presencia de fierro exégeno debe ser
importante en la expresién de la virulencia. Cuando se pasa C.
Jejunli en animales con fierrc en el indculo resulta un incremento
de la letalidad de esta cepa para el ratén. Esta susceptibilidad
incrementada puede deberse a la saturacidén de la transferrina del
huésped, una proteina secuestrante de fierro provee el exceso de
fierro que puede soportar el crecimiento y por esta razén,
incrementar la virulencia. Un incremento marcado en el
crecimiernto de ciertras cepas de C. jejunt ha sido repcrtado
cuando se adiciona sulfato ferroso en el agar de Muller Hinton.

El pretratamiento de los ratones con hierro dextrah reduce el
LD50 de C. jejunit de 10" a 10° UFC. Esto refleja una disminucidén
del fierro en el ratén debido a la formacién de comple jos de
siderdforo y fierro que la bacteria no puede metabolizar. Baig y
col. mostraron que las cepas de C. jejuni probablemente tienen
receptores de membrana para los siderdforos, come la enterobactina
Yy ferricromo producidos por la Salmonella spp. Por esta razén, C.

Jejunt debe recoger los siderdforos producidos por otros




organismos en el intestino, y de ahi obtener su suplemento de

fierro.

5.1.4. Evacidn de la Fagocitosis.

La respuesta fagocitica de los macrdfagos a C. Jejuni ha sido
recientemente reportada por Kiehlbauch y col. ¥y Hyde y col. y debe
explicar otros factores en la patogenicidad del organismo. La
sobrevivencia dentro de los macrdfagos es un determinante
importante de la virulencia de Salmonella typhimurium. Kiehlbauch
¥y col. reportaron que (. Jjejuni sobrevive largos pericdos en
monocitos de sangre periférica, comparados con el grupe control
crecidos en ausencia de fagocitos. La fagocitosis y la

sobrevivencia intracelular por 6-7 dias podria contribuir a la

sobrevivencia de C. Jejuni. Ademas, ellos encontraron que
microcrganismos aislados en humanos, causaron dgran respuesta
fagocitaria, en comparacidén con los C. Jejuni aislados de
animales. Esto puede deberse a cambios en las proteinas de

membrana del organismo o de otras transformaciones fisioldgicas

que ocurren durante la infeccidén por C. jejunt.

5.1.5. Endotoxinas.

El lipopolisacirido CLPS) de 1la pared celular de las
bacterias gram negativas es un factoer endot&xico importante que
contribuye a la virulencia de éste organismo. - Este es el

antigenoc "0" o -;."::uné.t.ic:c:;.‘l5 Ademas, los componentes de bajo peso

molécular de la pared celular de C. Jjejunt contribuye al
serotipo especifico del esquema serotipico de antigenos
estables al calor de Pener. El material LPS de C. Jjejunt ha

(84) DOYLEM. P, Ob. Cit. 3:95,96
(8%5) PUMAROLA. Microbioclogia ' Parasitologia médica. Ed. Salvat.
Espafia. 1084. 41:444




sido caracterizado que contiene glucosa, galactosa,
L-glicero-D-manosa—-heptcsa, glucosamina, galactosamina, Acido
graso 3-hidroxi-tetradecancico, y 4acido 2-ceto-3-deoxioctdnico.
Los LPS de ciertas cepas de (. jejuni contienen los mismos
determinantes antigénicos del lipido A como la LPS de la regidén
core de otras bacterias gram negativas. La porcidn del lipido A es
la parte téxica de la endotoxina de las bacterias gram—-negativas.

La patogenicidad de C. Jjejuni puede, al menos en parte,
depender de la estructura de la superficie celular, es decir, el
LPSE y los componentes proteicos de la membrana externa COMP).
Estos componentes celulares sirven como una interface entre el
patdégeno y el huésped y puede ayudar al patdgeno a vencer el
mecanismo de defensa del huésped. Los LPS y OMF expresados por el
patégenc estan fntimamente relacionados con la adherenciasinvasién
de las células del huésped. Como factores de patogenicidad en C.
Jejuni no han sido identificados, aunque la presencia de una
microcapsula en la superficie celular de C. fetus ha sido
identificada inmunoldégicamente <y  ultraestructuralmente. Esta
microcapsula ha demostrado ser antifagocitica y podria jugar un

papel en la patogdhesis de la infeccidn por C. fetus.° O

También existe un antigeno "“H" o flagelar.®”

5. 2. PROTEINAS DE SUPERFICIE.

Las proteinas de la membrana y los componentes polipeptidicos
COMPD de & Jejunt han sido caracterizados por muchos
invetigadores. Una banda de OMP con un peso molécular de
62,000-66,000 y flagelar se encontré presente en C. Jejunt
analizados. Las proteinas flagelares son el principal componente

antigénico del esquema sercotipico de Lior, ¥y es un inmundgenco

(8¢) DOYLEM.P. Ob. Cit. 396,97
(87) PUMAROLA. Ob. Cit. 411444
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Biopsia de mucosa antral de un paciente con gastritis e infeccién por H. pylori que
habia sido tratado con Nitrofurantoina. A: Biopsia inmediatamente antes de la tera-
pia. B: El1 mismo paciente el dia 15, un dia después de que la terapia termino. H. -
pylori no se aisldé del cultivo. C: El mismo paciente 56.6 semanas después de que la
terapia termindé. La infeccién de H. pylori reincidié. Todas las biopsias se tifieron
con hematoxilina y eosina. (X400).

BLASER

FIG. 5
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CALDO O AGAR CON NITRATO:

Férmul a:
Extracto de sangre. 3 gr
Peptona. 5 gr
Nitrato de potasio. 1 gr

Agar Cpara el medioc de agar
con nitrato solamente). i2 gr

Agua destilada. 1000 ml

Pesar las cantidades indicadas.Rehidratar con agua destilada
o desmineralizada. Calentar suavemente hasta disclucidn.
Distribuir en tubos aproximadamente: Agar con nitrato S ml; Caldo
con nitrate 1 ml por tubo.

Esterilizar en autoclave a 121°C, 15 libras por 15 minutos.
Dejar gque solidifique el medio de agar con nitrato en poco de

flauta. Dejar enfriar antes de su empleoc y refrigerar-“7

AGAR BRUCELA:

Férmula: Cgramos por litro de agua destilada)d

Tripticasa. 10.0 gr
Tiotone. 190" gr
Dextrosa. 1.0 gr
Extracto de levadura. 2.0 gr
Cloruro de sodio. 5.0 gr
Bisulfito de sodio. 0.2 gr
Agar. 18.0 gr
pH final :7.0
117) MAC FADDIN. Ob. Cit. 21:143
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Suspender 43 gr del material seco en un litro de agua
destilada. Mezclar. Calentar con agitacidén frecuente y hierva por

o
un minuto. Esterilizar por autoclaveado a 121°C por 18

5 118
minutos.

CALDO NUTRITIVO:

Férmul a:
Peptona o proteosa peptona. 5 gr
Extracto de carne. 3 gr
Agua destilada. 1000 ml

Pesar las cantidades indicadas. Rehidratar con agua destilada
© desmineralizada. Calentar suavemente hasta su disolucidn.
Distribuir en tubos aproximadamente de 4 a 5 ml por tubo.

Esterilizar en autoclave a 121°C, 15 libras, 1S i

CALDO TIOGLICOLATO:

Férmula: (gramos por litro de agua destilada)

Tripticasa peptona. 17.00 gr
Fitona peptona. 3.00 gr
Dextrosa. 6.00 gr
Cloruro de sodio. .80 gr
Tioglicolato de sodio. 0.50 gr
L-cystina. 0. 28 gr
Sulfito de scodio. 0.10 gr

pPH final 7.0

(118) BBL. Ob. Cit. o6

(1149) MAC. FADDIN. Ob. Cit. 1308
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Suspender 30 gr del material deshidratado en un litro de agua
destilada. Mezclar hasta que la suspencidén sea uniforme Caliente
con agitacién frecuente y hierva por 1 min. Coloque de 15 a 18 ml
por tubo. Esterilizar en autoclave de 118° a 121°C Cno mas de 15
lb de presién). por 15 min. Debe ser guardade en la obscuridad a

. 120
temperatura ambiente.

MEDIO CAMPY-BAP:

Férmul a:
Agar Base Brucela. 1000 ml
Sangre Ovina. 100 ml
Vancomicina. 10 mg
Trimetoprim. 5 mg
Polimixina B. 2500 Ul
Anfotericina BE 2 mg
Cefalotina. 15 mg

Esterilizar a 121°C el Agar Base Brucela y enfriar a 50°C.

Afiadir la sangre y los otros componentes al agar fundido estéril.

Distribuir en cajas Peobri A58

(120) BBL. Ob. Cit. 1406

(121) DEELAT.A. N. ;Microbiologl a. Tercera Edici®n. M€xico D. F. 1987,

(122) JOKLIK, K. W. ; Ml.crobnol.oglo. de Zunsser. Editeorial Médica
Panamericana. Primera reimpresiOn. 1987,




—_—

CALDO UREA:

Férmul a:
FosfAto monopotasico. .1 gr
Fosfato de sodio. 9.9 gr
Extracto de levadura 0.3 gr
Urea C(maxima pureza 20%). 20.0. gr
Rojo de fenol. Q.01 gr
Agua destilada. 1000.0 ml

pH final: 6.8

Pesar las cantidades exactas. Rehidratar con agua destilada o
desmineralizada. No calentar para disclver. La urea se descompone
con el calentamiento.

Se recomienda esterilizar por filtracidn: Método del filtro
de membrana Millipore. Membranas de 0.45 u de poro.

Si el medio es preparado e inoculado inmediatamente, no es

necesaria la f‘iltracién."za

CARY-BLAIR:
Férmula: Cgramos por 891 ml de agua destilada)d

Tioglicolato de sodio. 1.8 gr
Fosfato disodio. 1. 1 gr
Cloruro de sodio. S5.0 gr
Agar. 5.0 gr

pH final:8.4

Suspender 12.6 gr del material seco en 991 ml de agua

destilada. Calentar con agitacién hasta que la disolucidn ocurra.

(123) MAC. FADDIN. o©Ob. Cit. 28:184
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Enfriar a 50°C y adicione 9 ml de cloruro al 1% en solucidn

acuosa. Ajustar el pH a 8.4 si es necesario. Pongase al vapor por

15 min. Enfrie a temperatura ambiente. ***

(124) BBL. Ob. Cii. o8




APENDICE 00

TINCIONETS

TINCION SIMPLE:

Se pone el colorante que se va a utilizar durante 30 a 60
segundos, se enjuaga y se seca. Para ésta tincidédn puede utilizarse

safranina, cristal violeta, yodo, etc.

METODO DE GIEMSA:

A) Preparar una extencién homogénea sobre un portacbjetos limpio.
Dejar secar al aire.

B) Bafiar en alcohol metilico durante 1 minuto.

CO Escurrir el alcohol y deja secar.

D) Cubrir la pelicula con colorante de Giemsa Caproximadamente 15
gotas y dejar 1 minuto.

E) Agregar agua destilada Caproximadamente 30 gotas) y continuar
la coloracidén S minutos. Escurrir.

F) Lavar con agua destilada.

G) Secar al aire.

H) Examinar con aceite de inmersidén.

I> El género Campylobacter se tiffie de color purpura azul ado. **°

125) BAILEY, SCOTT. DiagnOstico Microbioldgico. Editorial

panamericana. Argentina. 1973. 37:482.
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APENDICE 00

TINCIONESTS

TINCION SIMPLE:

Se pone el colorante que se va a utilizar durante 30 a 60
segundos, se enjuaga y se seca. Para ésta tincidédn puede utilizarse

safranina, cristal violeta, yodo, etc.

METODO DE GIEMSA:

AD) Preparar una extencidn homcgénea sobre un portacbjetos limpio.
Dejar secar al aire. 2

B) Baflar en alcocheol metilico durante 1 minuto.

C) Escurrir el alcohol y deja secar.

D) Cubrir la pelicula con colorante de Giemsa Caproximadamente 185
gotas y dejar 1 minuto.

E) Agregar agua destilada (Caproximadamente 30 gotas) y continuar
la coloracidén 5 minutos. Escurrir.

F) Lavar con agua destilada.

G) Secar al aire.

H) Examinar con aceite de inmersidn.

I> El género Campylcbacter se tifie de color purpura azul ado. **°

125} BAILEY, SCOTT. DiagnOstico Microbioldgico. Editorial

panamericana. Argentina. 1973. 37:482.
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TINCION MODIFICADA DE GRAM

SOLUCION A: SOLUCION B:
Cristal Violeta (Certificadol 2 gr. Oxalato de amonio 0.8 gr
Alcohol etilico 95% 20 ml. Agua destilada 80.0 ml

Mezclar las soluciones A y B. Guardar por 24 horas antes de

usar; luego filtrar.

YODO DE GRAM:
Yodo 1 O
Yoduro de potasio e ar.,
Agua destilada 300 ml.

Moler el yodo seco y el yoduro de potasic en mortero. ARadir
agua poco a poce y moliendo en cada adicidédn hasta obtener una
solucidn. Enjuagar la solucidn en un frasco de vidrio ambar con el

resto de agua destilada.

DECOLORANTES:
Alcochol etilico al 85%: Agente lento.
Acetona: Agente muy rapido.

Alcohol ~cetona (proporcién 1:1): Accién intermedia.




CONTRACOLORANTE:

Se debe utilizar como contracolor carbolfucsina al 0.3%
perque las especies de Campylobacter se tifflen deficientemente con

safraninas. La solucidén de carbolfucsina se prepara del siguiente

modo:

SOLUCION A: SOLUCION B:
Fucsina basica Q.3 gr. Fenol Ccristal fundido) 5 mil.
Etanol .10.0 ml. Agua destilada 95 ml.

Finalmente se mezclan las soluciones A y B.

METODO

Cubrir el frotis con cristal violeta y dejar 1 minuto.
Lavar con agua corriente y quitar el exceso de agua.

Cubrir con solucidén de yodo y dejar 1 minuto.

Lavar con agua.

Decolorar hasta que no aparezca color en el portaobjetos.
Lavar brevemente con agua corriente.

Aplicar el contracolorante, por 10 segundos.

Lavar con agua y dejar secar.
126
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Campylobacter spp. se tifien Gram negativo.

(126) LENNETTE,E. N. Ob. Cit. 27:387
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TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA:

METODO

1. Los cortes se disponen en un soporte especial de vidrio sin
fondo, con una preparacidén en cada ranura. Se sumergen en el
primer bafio de xileno durante 3 minutos.

2. Se pasan al segundo bafflo de xileno por 2 o 3 minutos. Siempre
debe dejar escurrir el exceso de solucidn inclinando el soporte y
dejandolo en contacto con el borde del recipiente.

3. Se llevan al primer bafioc de alcohol etilico absoluto durante 2
minutos. De pasarse a un segundo bafio, la manicobra puede ser muy
rapida; también se pueden suprimir cuando se traten los cortes con
agua.

4. Se sumergen en un bafio de alcohol etilico del 85% durante 1 a =
minutos. (Si se emplea un fijador mercurico, el mercurio debe
eliminarse en ésta etapa por inmersion durante S a 10 min. en una
solucidn al 0.85% de yodo en alcohol de 80 a 95%. Luego, el corte
debe enjuagarse en agua Yy se elimina el yodo dejando las
preparaciones durante 1 a 5 min. en una solucidn al 3% de
tiosulfato de sodio CNa}san.s HzO); finalmente se lavan
cuidadosamente en agua corriente durante 32 a S min. Si se
prefiere, los precipitados de mercurio se pueden quitar después de
hidratar los cortes por sumercién en yodo de Gram o de Lugol
durante 5 min. seguida de la aplicacidn de tiosulfato sdédico y de
lavado. En este momento los cortes de tejido fi jados con agentes
mercuriales ya estan listos para la tincidn.

5. Se lava con agua corriente durante 1 min. aproximadamente, Yy

luego brevemente con agua destilada.

S0



6. Se tifie durante 4 a 8 min. con hematoxilina de alumbre (por
ejemplo la de Harris).

7. Se aclara (después de un paso rapido por agua) sumergiendo 2 o
4 veces la preparacién ( de 3 a 10 segundos cada vez) en alcochol
4dcido a2l 1% C1 ml de HCl conc. con 89 ml de alcohol etilico al
80%D .

8. Se enjuaga con agua.

9. Se azulea poniendo la preparacidén en el substituto de Scott
para agua corriente, © en carbonato de litio al 1% en agua, o
alcohol amoniacal al 1% (1 ml de amoniaco concentrade para 99 ml
de alcohol al 80%, hasta que los cortes tienen aspecto azulado
Calrededor de 30 seg. para el litic y el amoniaco; 1 min. para la
solucidén de Scottd.

10. Se enjuaga con agua.

11. Se tifRe con eosina Y acidificada al 1% en agua durante 15
segundos a 2 min. segun la intensidad deseada; o© se enjuaga
rapidamente con alcohol al 80% y se tifie de 30 seg. a 3 min. con
eosina Y acidificada al 0.5% o 1% en alcochol etilico al 80%.

12. Si se empleo eocsina acuosa, sSe enjuaga brevemente con agua. Si
se trabaja con eosina alcohdélica,en lavado en agua corriente
durante 30 seg. a dos minutos permite diferenciar la tincidn
eosinica.

13. Se deshidrata por paso sucesivo en 3-o 4 baflos de alcohol
etilico abscluto, con agitacidén; bastan de 10 a 20 seg. cada vez..
14. Se pasa por 2 a 3 bafios de xileno, de 15 a 20 segundos cada
uno.

15. Se monta en Permount, Clarita, Malinecl o cualquier otro medio

de montaje satisfactorio.

2




RESULTADOS:

Con hematoxilina de Harris; nucleos, de pardo negruzco a azul

negro. Hueso y calcio, semejante al nucleo pero mas pardo y menocs

intenso. Eritrocitos, musculo, granulos eosindfilos, rojo

brillante. Citoplasma, proteinas del liquido de edema, etc., rosa
; 127

pélldo.

127 LYNCHM. J. Metodos de Laboratorio. v2. Segunda EdiciOn.

Editorial Interamericana. Mexico D. F. 1977. 38:482



RESULTADOS:

Con hematoxilina de Harris; ntcleos, de pardo negruzco a azul

negro. Hueso y calcio, semejante al ndcleo pero mas pardo y menos

intenso. Eritrocitos, musculo, granulos eosindfilos, rojo
brillante. Citoplasma, proteinas del liquido de edema, etc., rosa
pél ido. i

(12?7 LYNCHM. J. M&todos de Laboratorio. V2. Segunda EdiciOn.

Editorial Interamericana. Mexico D. F. 1977. 88:482
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