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INTRODUCCION

Los padecimientos gastrointestinales ocupan el tercer
Tugar como causa de mortalidad entre las enfermedades oficialmen
te notificadas en nuestro pails, aunque afos atris ocupaban el -
primer lugar por su frecuencia. La gran susceptibilidad de la -
poblacidn a estas infecciones provoca trastornos econgmicos y Sa

nitarios de fndole nacional e internacional.

En Ta Replblica Mexicana el porcentaje de incidencia -
dentro de la poblacidn infantil es de un;46.2%, recordando a 1la
vez, que la diarrea figura como la causa principal de mortalidad

de uno de cada dos nifios con gastroenteritis,

Campylobacter jejuni es un patb6geno muy importante y -

se reconoce actualmente como causa de diarrea bacteriana en huma-
nos; en ocasiones su frecuencia de aislamiento es similar o ma--

yor que Salmonella y Shigella.

A partir de que se logrd el aislamiento e identifica--
cign de Campylobacter de las heces en medios de cultivo selecti-
vos, su importancia epidemioldgica ha aumentado y en algunas par
tes del mundo es uno de los agentes causales mds importantes en

la produccidn de infecciones intestinales,

Gran cantidad de estudios han demostrado Ta patogenici
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dad de Campylobacter jejuni.

Debido a 1o anterior se han intensificado las investi-
gaciones para determinar los wecanismos mediante los cuales cau-
sa diarrea, asi como la respuesta inmune del huésped hacia este
microorganismo. Los estudios sobre la respuesta inmune que se -
han usado son las técnicas de hemaglutinacién, inmunofluorescen-
cia directa y fijacidn de complemento. En todas estas pruebas -

se ha demostrado la presencia de anticuerpos especificos frente

a Campylobacter jejuni, aunque estos estudios se ven limitados -
por el pequefio nimero de pacientes investigados, presentan una -

buena especificidad, pero baja sensibilidad,

Por ello nos encontramos ante la necesidad de emplear
un método inmunolfgico que nos permita conocer mds acerca de 1la

respuesta inmune de los huéspedes hacia este microorganismo.

Se ha reportado que los pacientes con enteritis debida

a Campylobacter jejuni presentan niveles detectables de anticuer

pos especificos, que disminuyen lentamente a las dos semanas, co

mo sucede con otras enfermedades infeccigsas. {36)
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0BJETIVOS

Aislar e {dentificar las cepas de Campylobacter jejuni en -

18 nifios, seguidos desde su nacimiento, asi como en cada -

episodio de diarrea durante 2 afios.

Determinar la confiabilidad del método de E. L. I. S. A, -~

para la deteccidon de IgG contra Campylobacter jejuni.

Valorar la respuesta inmune de los nifios estudiados ante la
infeccién por Campylobacter mediante la cuantificacign de -

anticuerpos IgG.

Valorar 1a historia natural de la enfermedad por Campylobacter

en 18 nifos desde el nacimiento hasta los 2 afios de edad.
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GENERALIDADES
Mecanismos de defensa intestinal:

E1 aparato digestivo es la primera 17nea de defensa -
inmunitaria, pues impide el paso de microorganismos, de antige-
nos derivados de productos alimenticios, de toxinas, enzimas Yy
otras sustancias presentes en la luz intestinal, En condicio--
nes patolggicas estos agentes afectan Tas estructuras intestina
les produciendo lesiones locales o generalizadas, En tal vir--
tud 1a superacigon de esta primera 1inea de defensa puede ser el
inicio de cuadros c]iﬁicos con una amplia gama de manifestacio-

nes de infeccion, alergia o estados de autoinmunidad,

Para mantener este delicado equilibrio, el huésped -
cuenta con una serie de elementos que se encargan de preservar

su integridad: (58).

a) Mecanismos no inmunitarios: Se encuentran en la -
luz intestinal o sobre la superficie de la mucosa y tienen a su
cargo controlar el crecimiento de los microorganismos presentes
habitualmente en dicha Yuz, asi como disminuir o dificultar el
contacto y adherencia de los agentes patdgencs a la superficie

epitelial.

Flora intestinal: En el ser humano, la colonizacién
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microbiana del intestino se inicia desde el nacimiento y es de-
terminada por factores tales como el tipo de alimentacidn {ma--
terna o artificial) y la competencia microbiana. La importan--
cia que tiene el mantener el equilibrio de esta flora se hace -
evidente en individuos en quienes se ha alterado ese equilibrio,
0 oien en animales de experimentacidn criados en medios libres

de agentes patdgenos.

En tales condiciones, la presencia de microorganismos

en el intestino produce alteraciones clinicas.

Secreciones: Las glucoproteinas del moco (mucinas) y
1os polimeros de la saliva, impiden €l contacto y la adherencia
de algunos microorganismos a la superficie epitelial de la muco
sa bucal. Por su parte, el aseo arrastra a los agentes patége-
nos impidiendo la colonizacidn, Las glucoproteinas y los gluco
Tipidos tienen una estructura molecular semejante a la parte su
perficial de las c8lulas epiteliales, por lo cual actéan como -
receptores de los microorganismos. Estas sustancias se encuen-
tran a 1o largo del intestino y controlan no s6lo a las bacte--
rias, sino tambi&n a los virus, toxinas y otras sustancias acti

vas,

Barrera gdstrica: La secrecion de dcido clorhidrico
y de pepsina en el estdmago, sirven de factores limitantes para

el paso de microorganismos y materiales antigénicos ingeridos.
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Motilidad intestinal: Los movimientos peristilticos
intestinales son el recurso mis importante para contko]a} la -
proliferacidén bacteriana dentro del intestino, pues impiden la
adherencia de los microorganismos y dificultan la absorcidén y -

fagocitosis de las macromoiéculas.

Barrera hepatica: ET higado adopta la funcidn de una
sequnda 1inea de defensa., Las sustancias absorbidas de la 1luz
intestinal pasan a la circulacion portal y son depuradas por el
sistema reticuloendotelial hepdtico, que es capaz de remover -

mas del 30% de las toxinas y sustancias nocivas absorbidas.

Por otra parte, las sales biliares que hay en el in--
testino son otro medio de control de algunas bacterias, pues -

inhiben en cierto grado su crecimiento,

b) Factores inmunes locales. Se sefiala entre €stos a
Yos coproanticuerpos que actlan como una barrera de defensa in-
mune local, Esto es particularmente cierto en nifios alimenta--
dos con leche materna, ya que la IgA actda como anticuerpo - -

anti-bacteriano, directo o contra sitios antigénicos,

El equilibrio de los mecanismos de defensa intestinal
se logra mediante la accidn de todos los sistemas, actuando co-

mo un conjunto,

Prevaleciendo en nuestro medio condicjones sanitarias
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deficientes, no es raro‘que las bacterias sean causa principal
de la diarrea, antecediendo en importancia a los virus, pardsi-

tos y hongos.

Otra causa frecuente en nuestro medio de diarrea agu-
da, son las llamadas intoxicaciones alimentarias, que son impyu

tables a la ingesta de alimentos contaminados.

A continuacidn se mencionan las microorganismos paté-

genos que mas frecuentemente lesionan el tubo digestivo.

Gastroenterijtis infecciosa (58)

ETIOLOGIA AGENTE ETIQLOGICO

Bacteriana Escherichia coli enterotoxigénica

Salmonella

Shigella

Parasitaria Entamoeba histolytica

Giardia lamblia

Viral Enterovirus

Adenovirus

Micotica Candjda albicans

Sin embargo, en afios recientes, los nuevos agentes -
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etioldgicos de diarrea, mds importantes para nifios son:

. Campylobacter
. Yersinia
. Aeromonas

. Plesiomonas

De estos nuevos agentes bacterianos, se ha encontrado
que lTos del género Campylobacter tienen una mayor incidencia vy
frecuencia en las infecciones gastrointestinales. (13, 15, 19,-

46, 76).

En nuestro pafs, se sabe gue la incidencia de esta in
feccion por el género Campylobacter es alta; sin embargo, no se
cuenta con estadisticas confiables que nos den idea exacta de -
la magnitud del problema., (Esto se debe fundamentalmente, a -
que esta enfermedad diarreica no es una enfermedad que obligada
mente deba reportarse a las autoridades sanitarias, quienes son

las encargadas de hacer Jas estadfsticas nacionales),

Las diarreas causadas por el género Campylobacter se

clasifican de la siguiente manera: (78, 82).

Diarrea secretora. Se presenta en el 80% de los ca--
sos, clinicamente se manifiesta por evacuaciones profusas, 1i--
quidas, no presentando ni moco, ni Ssangre. Si se hace una ob--

servacion directa de tas heces al microscopio, no se observan -
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leucocitos, por lo que con estas manifestaciones se dice que se
trata de un proceso no-inflamatorio causado por la intervencion
de una enterotoxina que actia a través de la activacién de la -
adenil-ciclasa en el tejido, incrementando de esta manera las -
concentraciones del AMP ciclico (AMPC) intestinal y produciendo

con esto la secrecidn de liquido. (19, 31, 36).

Djarrea invasiva. Se presenta en un 20% de los casos,
clinicamente es liquijda con presencia de moco, sangre y pus, es
caracteristico la presencia de leucocitos polimorfonuclieares en
la observacidén directa de las heces al microscopio, esto indica
que se trata de un proceso infiamatorio el cual se produce por
Ta destruccidn de tas c#lulas epiteliales del intestino al pene

trar el agente patdgeno. (11, 19, 31).

Antecedentes Historicos:

En 1913, Mc Faydean y Stockman (81) encontraron que -
un microorganisme en forma de vibrio era la causa de aborto en
ovejas y ganado de la Gran Bretafia. Posteriormente en 1919, -
Smith y Taylor (31) realizaron un estudio de infecciones aborti
vas en el ganado aislando a un espirilo de fluidos fetales en -
aborto de bovinos, al cual se le did el nombre de Vibrio -

fetus.
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En 1931, Jones (81) ais1d un vibrio de ganado con dia
rrea y to nombré Vibrio jejuni. Después, en 1944 se aisld un -

vibrio del intestino de cerdos con disenterfa y 1o 1lamé Vibrio

coli, Estos microorganismos se caracterizaban por ser vibrios
microaerofilicos, catalasa (+), mientras que algunas cepas cata
lasa (-) se consideraron vibrios de la flora normal y genital,-

como sapréfitos y recibieron el nombre de Vibrio bubulus,

En 1947, Levy (46, 76) asocié por primera vez a Vibrio
fetus durante la epidemia de gastroenteritis en I1linois con un
episodio de diarrea en humanos. Posteriormente fueron apare---
ciendo datos de cuadros diarreicos bastante graves en ganado, -
detectdndose que los vibrios microaerofilicos eran los responsa
bles de esos episodios, principalmente Vibrio fetus, ahora 1la-
mado Campylobacter (por ciertas caracteristicas que se mencio--
nan después), Posteriormente se pensé que Vibrio fetus era un
microorganismo oportunista ya que se le empezé a aislar de san-
gre, abscesos, etc., junto con alguna enfermedad debilitante co
mo lo es el alcoholismo, diabetes mellitus, enfermedades cardio

vasculares y neoplasias. (47).

Elizabeth King (46, 76) en 1957, sefiald a 2 grupos de
Vibrio fetus los cuales presentaban diferencias en cuanto a -
pruebas bioqufmicas diferenciales, a pruebas seroldgicas y tem-

peratura 6ptima de crecimiento,

En 1960, Florent (81) dividid a Vibrio fetus en 2 sub-



especies:

Vibrio fetus

subsp, veneralis

Vibrio fetus

sybsp. intestinalis
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Causante de aborto en ganado.
Transmision venérea,

HZS: Negativo.

Crecimiento en 1% de glicina o

3.5% de NaCl: Negativo.

Causante de aborto esporidico en gana-
do .

No se transmite en forma venérea.

H25: Positivo o débilmente positivo.
Crecimiento en 3.5% de NaCl: Negativo,

Crecimiento en 1% de glicina: Positivo.

En 1962, se dividié a Vibrio fetus en 3 grupos: (81)

[).- Cepas que no producen HZS' No crecen en 3.5% de

NaCl o en 1% de glicina.

[1).- Cepas que st producen HZS. No crecen en un me--

dio salino, pero si en un medio con 1% de glicina.

111).- Cepas que si producen HZS' No crecen en 3,5% de

NaCl, ni en 1% de glicina,

Después se realizé un estudio acerca del crecimiento
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de cepas de los vibrios microaerofilicos procedentes de humanos
encontradas en pacientes con diarrea y se observe que crecian a
42°C pero no a 25°C. Posteriormente en estudios realizados to-
mando como base el contenido de guanina + citosina en el DNA, -

se obtuvieron los siguientes resultados. (81)

Vibrio fetus ===-wae-u- 33-35 mol% de G+C en el DNA,

Vibrio bubulus --=-~--- 29.5 a 30.9 mol% de G+C en -
el DNA.

Vibrio ==-e--cmeomaoann 47.2 * 0.7 mol% de G+C en el
DNA,

En 1963, Sebald y Veron (46, 76, 81) concluyeron que
con las diferencias en el contenido de guanina + citosina en el
DNA y ya que Vibrio fetus no es fermentativo, Vibrio fetus y -

Vibrio bubulus podrian ser removidos del género Vibrio, propo--

niendo un nuevo género 1lamado Campylobacter (bacilo curvo). -

Campylobacter fetus fué propuesto como el representante de este

género.

Campylobacter se asocié con una variedad de enfermeda
des veterinarias, ya que se encontraba un microorganismo seme--
jante al vibrio en ovinos y bovinos con cuadros de infeccign -
abortiva. En los Gltimos afios ha habido un incremento en la -

apreciacién de enfermedades humanas debidas a Campylobacter.(81)

Como ya se ha mencionado, en 1957 King (46, 76) des--
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cribe en 4 cepas humanas a una especie de vibrio, aislado de -
sangre e identificado como la posible causa de gastroenteritis
en humanos. La designacién de este microorganismo como una es-
pecie de vibrio fue hecha basdndose en l1a similitud morfoldgica

con Vibrio cholerae, ya que ambos son bacilos delgados, mdviles,

curvos, Gram (~). Sin embargo, existen diferencias en cuanto a
sus caracteristicas bioquimicas, de crecimiento y en el conteni
do de guanina + citosina en el DNA entre el vibrio verdadero vy

el microorganismo ahora clasificado como Campylobacter.

Fermentacion de Oxidacion de G+C en el

Carbohidratos Carbohidratos ~ DNA  crecimiento
Campylobacter - - 32 a 35.5 mol% Microaerofi-
lico,
Vibrio + + 47 mol% Anaerobios

facultativos.

En 1972, Dekeyser y col. {19, 46, 76) reportaron una
técnica de filtracidn selectiva para suspensiones de heces, en
la que se utilizaba un filtro millipore de 0.65 nm., que rete--
nia a la flora normal entdrica y permitia el paso de los peque-

fios bacilos curveados.

En 1977, Skirrow (11, 46, 56, 80) definid un medio se
lectivo para estos microorganismos, con una técnica mds simple,

lo que permitié una mayor frecuencia de aislamientos en las -
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muestras de pacientes con gastroenteritis, La especie de yibrig
de King, estg ahora clasificada como Campylobacter jejuni o como
Qgggzlogggggﬁ fetus subsp, jejuni que es patégeno tanto para el

hombre como Para los animales.

Caracteristicas :

Los microorganismos del género Campylobacter estsn -

comprendidos como bacilos Pequefios Gram (-) que van desde cyr--
VoS a espirales. Sop méviles con un movimiento Caracteristico
de Sacacorcho, 8stp se debe a la presencia de flagelos polares
en 1 o en ambas terminales de 1a célula, este flagelo polar eg

20 3 veces mis largo que 1as células. No preésenta esporas,

Los extremos de estas células son generalmente muy -
agudos o puntiformes, miden alrededor de 1.5 3 5 milimicras de

largo y 0.2 a 0.5 milimicras de ancho. (19, 63, 64)

Con microscopia electrénica se ha observado que 13 -
membrana celulap externa es de dople Capa., La pared celular de

Campylobacter se compone de tres capas; (81)

a) Capa externa (lipoproteinas).
b) Capa intermedia (]ipopo]isacéridos).

¢) Capa interna (mucopéptidos).
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£l tratamiento con tripsina, ribonucleasas y pepsina,
ha permitido detectar en la pared celular la presencia de alani
na, lisina, glicina y &cido diaminopimélico, Posee polisacdri-
dos, principalmente glucosa que se encuentra en un 80%, compro-
bandose diferencias en cuanto a la posicién y contenido de 1los

carbohidratos en las diferentes especies de Campylobacter. (65)

Por ejemplo, los carbohidratos encontrados en la pa--

red celular son para:

Campylobacter fetus subsp, fetus -===--w- galactosa y manosa.

Campylobacter fetus subsp, intestinalis --- galactosa y manosa o

solamente galactosa.,

Aunque pocas cé&lulas contienen galactosa y ramosa,

Campylobacter jejuni --wecewcmcvacucaaanaa galactosa y glucosa o
galactosa, glucosa vy

manosa.

Ahora bien, con lo descrito anteriormente, se puede -

deducir que Campylobacter fetus subsp. intestinalis.y Campylobacter

fetus subsp. fetus se encuentran muy relacionados entre si, -

mientras que Campylobacter jejuni no, También se ha observado

que Campylobacter jejuni contiene un lipopolisacdrido, 1o cual

es una caracteristica particular, Este lipopolisacdrido presen
ta propiedades de una endotoxina, contiene un 53% del total de

carbohidratos; 43% de hexosa; 4% de metil-pentosa; 28% de lipi-
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dos; 2.2% de hexosamina; 2,1% de fésforo; 0.75% de nitrégeno; 2%
de proteinas y 0.2% de dcidos nucleicos. Esta endotoxina en un
medio de cultivo produce aborto en vacas cuando se inyecta in-

travenosamente,

Se observé que la composicién de aminocdcidos de los -
flagelos era similar para cada serotipo. Estdn presentes todos

los aminodcidos con excepcién de cistefna y prolina.

Solo los flagelos tratados con ultrasonido reacciona-
ron con suero antiflagelar, Por métodos de absorcién e inmung-
precipitacion se encontraron dos antfgenos comunes a ycyun -

antigeno distinto bb.

Los tres antigenos pueden separarse por electrofore--
sis en gel de acrilamida. Los serotipos se clasificaron en tres
grupos de acuerdo al antfgeno H: el grupo 0-1 tiene antigeno H,
a, ¢ y bb; grupo 0-2 tiene antigeno H, a, cy bb,; y el grupo -

0-7 tiene antfgeno H, a, c y bb.,.

Al estudiar aproximadamente 40 cepas de Campylobacter

fetus procedentes de ovejas, cerdos y pdjaros por pruebas bio--
qufmicas diferenciales y electroforesis en gel de poliacrilami-

da, se dividieron estas cepas en tres grupos:

Grupo I. Todas las cepas de bovines que se asociaron

con infertilidad (posiblemente Campylobacter fetus subsp. fetus)
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Grupo 11, Cepas aisladas de heces de ovejas y aqué--

1las asociadas con abortes esporadicos ep bovinos y ovejas -

(Camgxlobacteg fetus subsp, intestinalis),

Grupo 111, Aislados de heces de Puercos (Campylobacter
Jejuni). (40)

Campylobacter es un microorganismo que requiere para

su desarrollo, oxfgeno en un 6¢ el cual puede ser tomado de] .

aire,

Crece en medios con tioglicolato o ton cualquier ex--
tracto de ]evadura-peptona, en cultivos de primoaislamienty se
pueden encontrar algunas varifaciones en 13 morfologfa colonjal
que van desde rugosas a lisas cuyas Caracteristicas sgn las si-

guientes:

Colonias 1isas: Miden alrededor de 0.5 2 2 mm de di5-
metro, con bordes entergs y adquieren una coloracion tenue 0o -
transldcida, son Tigeramente elevadas, algunas veceg pueden pre
sentap alfa-hemglisis en agar-sangre de carnepo Yy otras veces -

no.
Colonias rugosas: Son muy dificiles de encontrar,

También se hap descrito colonias mucoides y otras que

Presentan una especie de velo delgado de yn color grisclaro, (62)
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Las diferentes especies de Campylobacter se pueden di

ferenciar por sus caracterfsticas bioquimicas, dentro de las =~
cuales se incluyen la reduccion de nitratos a nitritos, la pro-
duccién de dcido sulfhidrico en medios de cisteina y con un in-
dicador como el acetato de plomo. (25, 81). No hidrolizan el
malonato, esculina, casefna, urea ni la gelatina. Son oxidasa

positiva. Son negativas las pruebas de Voges-Proskaver y rojo

de metilo, Crecen a diferentes temperaturas: 25°C, 37°C y 42°C,

(25, 81).

Recientemente se realizan dos pruebas bioquimicas mas

para la ayuda de la identificacién de Campylobacter jejuni, asi

como para poder diferenciarlo de Campylobacter coli., La prime-

ra es la hibridizaci6n del DNA y la sequnda, que es la mas sim-
ple, la hidrolisis del hipurato de sodio, la cual es positi-

va en un 80% para Campylobacter jejuni y completamente negativa

para todas las cepas de Campylobacter coli. (1)

En 1a siguiente tabia, se muestran las pruebas bioqui

micas diferenciales para las sub-especies de Campylobacter,
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CARACTERISTICAS ODIFERENCIALES DEL GENEROD
CAMPYLOBACTER.

Catalasa Red, Red, HpSen HpSen Crec.en  Crec, en

NO,  NO 1% de g14-
3 2 TSI cistefna cina. 25°C  42°C

Campylobacter
sputorum

subsp. sputorum - L + + ST
subsp. bubulus - 4 + ST v v

subsp. mucosalis - o+ PooE ey

Campylobacter

fetus

subsp, fetus + + - - - - ¥ -
subsp. intestinalis + + - ‘_ . + ‘ + .
subsp, jejuni + +. - + + * - +

Campylobacter

fecalis + + - + + + - -
(81)

En 1953, Marsh y Firehammer en Bozeman, Montana, repor-

taron 5 serotipos de Campylobacter fetus, usando el método de agluti

nacién en tubo: (89) 4 serotipos de ovino y 1 serotipo de boving, -
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Se llamaron "Serotipos de Montana".

En 1958, Morgan en Gran Bretafia, usando pruebas de -

aglutinacign dividié a Campylobacter fetus en 2 serotipos: A y

B bas@ndose en los antigenos somdticos estables al calor., Pos-
teriormente, usando extractos de fenol de cepas de Campylobacter
fetus y pruebas de fijacion del complemento, se dividié a - -

Campylobacter fetus en dos serotipos 1 y 2. Este sistema de se

rotipificacion ahora contiene 13 serotipos de Campylobacter es-

tables al calor. (60)

En 1971, Berg y col hicieron un estudio masivo sobre

Campylobacter fetus y reportaron 5 serotipos basados en los an-

tfgenos somaticos estables al calor por medio de métodos de - -
aglutinacign en tubo y en placa, a los cuales se les 1lamb: -

Serotipo A-1, A-sub-13 A-2; B y C. (60, 89)

Haciendo una comparacion de este sistema de serotipi-

ficacién con los anteriores tenemos To siguiente:

Berg y col Morgan Mi;SCC$QLZCh Fvigzgmmgr
Serotipo A-l Serotipo A Serotipo 1 Serotipo III
Serotipo A-sub-1 Serotipo A Serotipo 1 Serotipo III, V
Serotipo A-2 Serotipo V, III
Serotipo B Serotipo B Serotipo 2 Serotipo I1I

Serotipo C ‘ Serotipo 13 Serotipo I
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Berg y col, Morgan y Mitscherlich y Liess (81) usaron
antigenos estables a] calor, mientras que Marsh y Firehammer - -

{81) usaron como antigeno a la bacteria comp]eta.‘f

E1 grupo de serotipos de Berg y COT; corﬁé1acioharon
bien con el biotipo del sistema de Bryner y col y la clasifica-
cion en el Manual de Bergey. En la siguiente tabla se muestra

una comparacidon de esas clasificaciones,

. Veron y
Berg y col Bryner y col Smibert Chatelain
Serotipo A-1 Biotipo sub-1  Campylobacter fetus Campylobacter fetus
subsp. Supsp.
fetus veneralis
Serotipo A-sub-1  Biotipo sub-l  Campylobacter Campylobacter fetus
fetus subsp. subsp.
fetus veneralis
Serotipo A-2 Biotipo 2 Campylobacter Campylobacter fetus
fetus subsp. subsp.
intestinalis fetus
Serotipo B Campylobacter Campylobacter fetus
fetus subsp. subsp.
intestinalis fetus
Serotipo C _ Campylobacter Campylobacter
jejuni jejuni

Campylobacter coli. (81)
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Se reportaron siete determinantes antigénicas labiles

al calor dentro de Campylobacter fetus de las cuales de 1 a 5 -

pueden encontrarse en cualquier cepa.

La presencia de miltiples determinantes antigénicas -
en una misma bacteria dificulta su tipificacidén mediante las de

terminantes antigénicas labiles al calor.

Walsh y White (91) reportaron que 18 cepas de bovinos

de Campylobacter fetus subsp, fetus y Campylobacter fetus subsp.

veneralis utilizando a la bacteria completa tratada con formol,
se encontraban seroldgicamente relacionadas entre si, mientras

que cepas de Campylobacter fetus tipo 2 {una de Campylobacter -

fetus subsp. fetus y las otras dos representadas por Campylobacter

jejuni) presentaron grandes varjaciones serolégicas, sin que cru
zaran entre ellas, por lo que se puede decir que Campylobacter

fetus subsp. fetus representa a un grupo antigénicamente mas ho

mélogo que el de Campylobacter jejuni, se encontrd también que

cuatro cepas de Campylobacter sputorum subsp. bubulus no presen

taban reaccidn cruzada con Campylobacter jejuni o Campylobacter

fetus subsp, intestinalis y representaban al minimo dos grupos

seroldgicamente distintos. (81)

La mayor parte de estos estudios sobre las determinan
tes antigénicas de Campylobacter, se han llevado a cabo en ce--

pas aisladas de animales (ovinos y bovinos}. En aislamientos -
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de humanos no ha sido posible este estudio tan extensamente - -

comp se quisiera,

Posteriormente las investigaciones se han encaminado

a describir técnicas para serotipificar a Campylobacter jejuni

de acuerdo a sus distintas determinantes antigénicas.

Abbot y col, (1) han utilizado el método de aglutina-

cién en tubo con antigenos estables y ldbiles al calor.

Cuando se estudig la especificidad de Campylobacter -
fetus en pruebas de hemaglutinacion, se vié que no existia reac

cion cruzada con sueros contra Escherichia coli; Shigella gpos.

A-D; Salmonella gpos. A-1; Streptococcus gpos. A-G; Mycoplasma

hominis; Treponema pallidum y Brucella abortus. Reportes ante-
riores muestran que existe cierta aglutinacién cruzada entre ce

pas de Campylobacter fetus y Brucella abortus, Sin embargo, el

antigeno de Brucella abortus no aglutina con cualquier suero de

Campylobacter fetus.

Penner y Hennesey y Lauwers y col, (69) mediante el -
método de hemaglutinacidn pasiva con antfgenos estables al ca--
lor, encontraron 23 serotipos en una seleccign de 114 cepas ob-

tenidas en humanos.

Ahora bien, se ha aistado de cepas de bovinos un poli

sacidrido que es inmunoldgicamente activo y se denoming fraccién
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HS. Usando eritrocitos de carnero sensibilizados con este poli-
sacarido HS, se vid que aglutinaban con suero de ganado infecta
do. Sin embargo, esta prueba no fué de mucha utilidad, ya que

se probaron 21 sueros de cepas de bovinos, ovinos y humanos y -
con los resultados que se obtuvieron, se vié que era una prueba
hemolitica y no una prueba de aglutinacién. Después, usando el
polisacdrido HS de una cepa medijante la prueba de difusién en -

agar, se probaron 16 cepas de Campylobacter aisladas de bovinos,

ovinos y humanos y los resultados indicaron que no todos los -
sueros reaccionaban con el antigeno HS de una sola cepa. Por -
lo tanto, el antigeno HS no era una simple entidad antigénica -
que se encontraba distribuida en todas las cepas de Céhgﬂobacter
fetus. Sin embargo, cuando se mezcld el antigeno HS de 2 cepas

se vio que todos los sueros de Campylobacter fetus daban 1ineas

de precipitados en el agar de las pruebas de inmunodifusion con

tra las 16 cepas.

Lior y col, {60) utilizando aglutinacién en placa con
bacterias vivas, y Gltimamente Hebert (41) y col, desarrollando
el método de deteccion de anticuerpos por inmunofluorescencia -

directa, han identificado y serotipificado a Campylobacter -

jejuni encontrando 10 serogrupos.

A pesar de la serie de estudios que se han realizado

en cuanto a la composicion antigénica de Campylobacter y a Tlos

diferentes métodos inmunoldgicos establecidos para su serotipi-
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ficacion, aln no se han podido encontrar las determinantes anti
génicas que resultarian ser tipo especificas, permitiendo cono-
cer mis acerca de la composicidn de Cémgz]obacter y estandari--
zando un método inmunoldgico para ser aplicado como diagndstico

en el laboratorio.

Clasificacidn

Con todos estos datos, actualmente la clasificacién -

aceptada para Campylobacter es la que se basa en los datos de -

Skerman y col, (14) colocando a este microorganismo en dos gru-

pos, basdndose en la capacidad para producir catalasa,
1.- Catalasa (-)

Este grupo de microorganismes estan representados por

Campylobacter sputorum, los cuales se aislaron de G6rganos repro

ductivos de ganado y se consideraron como patdgenos. Se denomi

naron como Vibrio sputorum por Prevot y se vidé que eran simila-

res al microorganismo aislado de esputo en 1914 por Tunnicliff,

De Campylobacter sputorum existen descritas hasta la fecha tres

sub-especies,

a) Campylobacter sputorum subsp. sputorum,

b) Campylobacter sputorum subsp, bubulus.
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c) Campylobacter sputorum subsp, mucgsalis.

Campylobacter sputorum subsp. sputorum y Campylobacter

sputorum subsp, bubulus, se ha visto que son muy similares. Am-

bos microorganismos no utilizan a los carbohidratos y son indol,

lTipasa, gelatina, ureasa y acetil-metil-carbinol negativos.

La tercera sub-especie de Campylobacter sputorum, esta

representada por microorganismos microaerofilicos no fermentati-
vos, que se aislaron de la mucosa intestinal de casos de adeno--
mastosis intestinal de porcinos, enteritis necrdtica, ileftis re

gional y enteropatia proliferativa hemorrigica,
I1.- Catalasa (+)

Este grupo estda constituido por las especies:

Campylobacter fetus, el cual a su vez se divide en dos

sub-especies:

a) Campylobacter fetus subsp, fetus,

b) Campylobacter fetus subsp. veneralis.

a) Campylobacter fetus subsp. fetus parece ser el res-

ponsable del aborto enzodtico y de la infertilidad infecciosa ~
de bovinos y ovinos; se han presentado casos de enfermedad sis-

témica en el hombre.

b) Campylobacter fetus subsp. veneralis causa aborto

en ganado ovino y bovino, siendo su transmisidn por via venérea.
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Campylobacter jejuni. Se considera como el agente -

ctausal de la infeccidn abortiva en ovinos y bovinos, disenteria
en cerdos, hepatitis en aves, enteritis en pavos y recientemen-
te como el causante de infecciones gastrointestinales en el hom

bre,

Campylobacter fecalis. Se aislé de heces de ovejas y

del semen y la vagina de bovinos, es un microorganismo microae-

rofilico. No se ha descrito asociacidn con el hombre.

Campylobacter coli. Agente etioldgico del aborto en

bovinos y ovinos, de la disenteria de los cerdos y actualmente
se le reconoce como el responsable de gastroenteritis en el hom

bre.

Campylobacter presenta alguna semejanza con Spirillum

volutans, sin embargo, muchas caracterTsticas no son las mismas,

al igual que con Spirillum minor, causante de la fiebre por mor

dedura de la rata. (91)

(En la siguiente tabla se resumen los diferentes sing

nimos de diversos autores para la clasificacidn de Campylobacter).
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CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO

CAMPYLOBACTER

Manual de Bergey Veron y Chatelain

Campylobacter fetus Campylobacter fetus

King

Vibrio fetus

36

_ Florent 6
Jones

Vibrio fetus

subsp. fetus subsp. veneralis.

Campylobacter fetus

subsp. veneralis bio

tipo intermedio.

Campylobacter fetus Campylobacter fetus

Vibrio fetus

subsp, veneralis

Vibrio fetus

subsp, intestinalis subsp. fetus

subsp, intestinalis

Campylobacter fetus Campylobacter jejuni Vibrios Vibrio jejuni
subsp. jejuni. Campylobacter coli. relacionados

Campylobacter Campylobacter Vibrio

sputorum subsp. sputorum sputorum

sputoruvm,  e—eecaeea-
Campylobacter Campylobacter Vibrio

sputorum subsp. bubulus. bubulus.

bubulus,  acamasasa

Canpylobacter

fecalts ~ smeeeeesewas

---------------
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Epidemiologia:

El primer caso reportado en humanos de infeccién por

Campylobacter fué en 1913 por Curtis, {81) quien observf un gran

nimero de bacilos curvos, méviles, Gram (-) en la descarga vagi
nal de dos pacientes, Sin embargo, no fué hasta 1947 en que se
reportaron los primeros casos provenientes de humanos. Vinzent
y col, describieron a una mujer de 39 afios de edad en el sexto
mes de embarazo, quien tuvo una enfermedad de gripe, con fiebre
y cefalea, se le aislé Vibrio fetus de dos hemocultivos. Desde
entonces, se han reportado cerca de 100 ejemplos de enfermedades
septicémicas y otras no entéricas causadas por Campylobacter. -

Sin embargo, adn la enteritis por Campylobacter jejuni tiene mu-

chos puntos oscures ya que es muy compleja.

Un andlisis de 1U2 casos reportados de infecciones hu-
manas no entéricas, revelaron que el 69% de los casos ocurrieron
en varones. La edad promedio de los pacientes fue de 53 afios os
cilando entre 35 y 70 afios. Muchos de estos pacientes habian -
presentado los siguientes padecimientos: alcoholismo o cirrosis
(17 pacientes); diabetes mellitus; leucemia y otras enfermedades
linfoproliferativas; esplenectomfa; terapia con esteroides e in-
munosupresores y tuberculosis; 24 de estos pacientes tuvieron -
contacto con animales de granja y 5 de ellos eran carniceros, En

algunos casos, los pacientes ingirieron carne cruda o leche sin
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pasteurizar. Por lo que nos damos cuenta que los reservorios -
para Campylobacter son muchos, siendo todos ellos una forma de
transmisién para el hombre. (19, 31, 46, 76, 80),

Campylobacter fetus es la causa de una enfermedad in-
fecciosa enzodtica del ganado, dando como resultado abortos y -
problemas reproductivos, caracterizados por la incapacidad de -
las vacas y terneras para prenarse. E] habitat natural para -

Campylobacter fetus es la mucosa del pene y la porciGn distal -

de la uretra del toro,

La enfermedad se transmite durante el acto sexual, -
por 1o tanto se considera como una transmisign venérea. En las
terneras y vacas, los sitios de infecci6n son el lumen de la va

gina, cBrvix y dtero. {19, 31, 46),

En las aves, anteriormente se habia reportado el ais-
tamiento de Campylobacter y lo relacionaron con hepatitis infec
ciosa., En gallinas se han reportado cepas de Campylobacter si-
milares a Jas aisladas de humanos, De estos animales, incluyen
do a pollos, pavos y algunas otras aves silvestres se ha aisla-
do a Campylobacter de las heces en un 30%, Sin embargo Bruce,-

Zochowski y Ferguson aislaron a Campylobacter jejuni en un 68%

de las heces de las aves aparentemente sanas, (8, 19, 31, 46).

En cuanto al ganado porcino, se encontrd que -

Campylobacter jejuni es habitual en la flora intestinal de los
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lechones, TambiBn se ha encontrado que causa enteritis en pe--

rros. (10)

Ahora bien, la enfermedad en ovejas es diferente de

1

lTa enfermedad venérea en ganado, ya que se desarrolla primero

bacteremia, antes de la localizacién del microorganismo en la

placenta.

La transmisidn de Campylobacter jejuni se considera

por via orofecal, ya sea a través de agua o de alimentos conta-
minados; teniendo contacto directo con 1a materia fecal de Tlos

animales o con personas infectadas. (19, 45, 46, 67, 70, 78, 86)

Enseguida se resumen las diferentes vias de transmi--

a) De persona a persona. Se presenta principalmente

en los nifios que han tenido contacto con personas a las cuales

se les ha aislado Campylobacter (13, 48).

b) De animales a personas. Las mds expuestas son aque
11las personas que tienen un mayor contacto con aquellos anima--
les que excretan Campylobacter por las heces, como Son carni-

ceros, veterinarios, etc. (12, 19, 31, 46)

¢) A partir de agua, Esta forma de transmisidn se -
vié en 1980 en Suecia en donde se aisl6 Campylobacter del agua

durante una epidemia., Se piensa que se tratd de una contamina-
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cién de origen fecal ya sea animal o humano, Lo que si se ha -
observado es que este microorganismo puede permanecer en el - -

agua durante un mes a temperaturas de 4°C., (19, 31, 67)

d} A partir de alimentos contaminados. Se Ha visto -
que es principalmente Ta leche no pasteurizada o que estd conta
minada fecalmente, producto en el que Campylobacter puede vivir
durante tres semanas a 4°C, No se ha podido Tograr que el mi-~
croorganismo se multiplique en la leche por m8todos artificia--
les, por 1o que no se conoce muy bien la manera por la cual 1la

contamina. (19, 31, 86)

e) Por via venérea, Como sucede en los animales, -

principalmente por Campylobacter fetus que es el agente causal

del aborto enzoftico y de problemas de infertilidad en el gana-
do, por ejemplo: Un toro asintomdtico puede transmitir ven€rea-
mente el agente a las vacas quienes subsecuentemente desarrollan
endometritis, la cual es la responsable del aborto espontdneo e

incapacidad temporal para concebir. (45, 70)

f) Transmisién vertical de la madre al nifio. Agquf la
infeccidn ocurre durante el nacimiento en el momento del parto.

(45, 70)

g) Por via transfusionat. Se han reportado algunos -
casos en individuos sanos que han sido transfundidos con sangre

obtenida de pacientes a los cuales se les habfa aislado -
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Campylobacter. (70)

En cuanto a la distribucién geogrdfica, se ha visto -
que se encuentra distribuido por todo el mundo, principalmente
en paises sub-desarrollados ya que el porcentaje de aislamiento
ha sido muy alto, varia entre un 30 a 40% por diferentes estu--
dios realizados por Bokkenhauser y Blaser (16, 17), Presenta -
una mayor incidencia durante el mes de junio ya que la infeccidn
se presenta principalmente durante la &poca mds cdlida del afio,

(11, 19, 46, 76)

Con todos estos datos, se observa la importancia cl17-

nica de Campylobacter jejuni, que es semejante a la de Salmonella,

Shigella y Yersinia, en las que la infeccién comienza en el -

tracto gastrointestinal, ®

Patogé&nesis:

La patoglnesis de una campylobacteriosis sistémica -~
alin no se encuentra bien clara, pero a continuacién se mencio--

nan algunos datos que indican a Campylobacter jejuni como el -

agente causal.

Campylooacter jejuni se ha aislado de las heces y san

gre de pacientes con enteritis.
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Existe correlacién importante entre la presencia de -

Campylobacter jejuni en las heces y las manifestaciones clfni--

cas, aungue este microorganismo se ha aislado en un 1% en perso

nas asintomaticas. (46, 79).

La infeccién gastrointestinal se ha postulado como una

predisposicion a la enfermedad sist@mica.

La transmisidn vendrea en humanos se ha propuesto como
una analogia del modelo bovino, pero la confirmacion de esta hi

pétesis adn no estd bien determinada,

Campylobacter jejuni puede producir la enfermedad por

diferentes mecanismos.

1.- Invasividad., La presencia de sangre y leucocitos
en las heces de humanos, la congestidn, edema, lesiones ulcera-
tivas de la mucosa en el examen recto-sigmoidoscdpico y,en oca-
siones, sepsis,sugieren que el microorganismo después de ser in
gerido pasa a través de Ta mucosa produciendo una reaccion in--
flamatoria, encontrdndose después en el torrente sanguineo. (11,

19, 31, 80)

2.- Produccidn de enterotoxinas. Campylobacter jejuni

causa también una diarrea secretora producida por enterotoxinas
que actdan sobre los receptores intestinales estimulando la pro

duccién del AMP cfclico (AMPc) cuya accién principal es estimu-
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Tar la secrecidn de electrolitos {(C1™ y HC03=). (19, 31, 36)
Cuadro Clfnico :

Las infecciones por Campylobacter jejuni en humanos -

no siempre producen sfntomas.

La severidad de 1a enfermedad puede ser variable; ya
que la enteritis por Campylobacter es una infeccidn autolimita-
da que se caracteriza por la presencia de diarrea aguda de po--
cos dfas de duracidn o en otras ocasiones como una enfermedad -

severa, (11, 139)

E1 periodo de incubacién es de 2 a 11 dias con un ran
go de 1 a 5 dfas, en la mayorfa de los casos, en los pacientes
con diarrea continfia un perfodo febril con temperaturas que os-
cilan entre 38°C y 40°C., Existe malestar general, cefalea, do-
Tor abdominal- y muscular, E1 frio por las noches es caracterfs
tico, asi como una pérdida de peso en una enfermedad prolongada.
Alteraciones a nivel del sistema nervioso central como confu---
sién y letargia. Puede existir ademds hepatoesplenomegalia pe-

ro no ictericia.

En algunos casos se puede presentar una bacteremia -
asintomatica la cual desaparece sin terapia antimicrobiana, pe-
ro otras veces puede ocurrir una sepsis fatal fulminante por -

una prolongada bacilemia, que persiste a lo largo de 8 a 13 se-
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manas con sintomas aumentados.

Algunos autores han reportado casos de meningitis en
nifos, endocarditis, neumonfas, abscesos pulmonares, trombofle-
bitis, peritonitis, artritis séptica, etc, (36, 46, 55, 76, -
86)

Ensayo Inmunoenzimatico €. L. I,-S. A. {Enzyme Linked -

Immunosorbent Assay).

Uno de Tos métodos inmunoldgicos mas utilizados ac---
tuatmente es el de E,L.I.S,A, el cual también se ha aplicado pa
ra la determinacifn de anticuerpos I1gG contra Campylobacter -
jejuni, ya que se ha demostrado que es un método muy sensible,-

ademas de ser econfmico y con resultados confiables. (42, 93)

E1 ensayo inmunoenzimdtico se ha ido desarrollandoe pa
ra la deteccidn confiable de algunos antigenos microbianos im--
portantes en los fluidos del cuerpo, incluyendo antfgenos de ro
tavirus, virus de la hepatitis B y Haemophilus influenzae tipo

b. (93) .

Sin embargo, Tas técnicas del ensayo inmunoenzimatico
estindares no son lo suficientemente sensibles para la cuantifi

cacion de otros antigenos y de otros virus, bacterias y pardsi-
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tos en las concentraciones en que cominmente se presentan en -
los fluidos del cuerpo durante el curso de una enfermedad infec

ciosa. (26, 42)

Tradicionalmente, las enfermedades infecciosas se han
diagnosticado por el cultivo del agente responsable en un siste

ma in vitro o en animales. Pero existen un gran nimero de 1imi

taciones como por ejemplo el que algunos agentes virales que -
causen enfermedades importantes no pueden ser cultivados en un
sistema de tejidos o de animales, Ahora bien, otros agentes in
fecciosos que pueden ser cultivados, requieren de un largo pe--
riodo antes de su identificacién, En algunos casos este perfo-
do es tan largo que los resultados no son dtiles en el manejo -
de una enfermedad.‘ Campylobacter se debe incubar por 48 horas

bajo condiciones de tensién de oxigeno reducida, por 1o que se
necesita esperar que transcurra este tiempo y asi poderlo iden-

tificar,

Por estas razones ha sido de gran interés el desarro-
110 de ensayos capaces de detectar agentes infecciosos directa-
mente de muestras clfnicas, Muchos de estos ensayos se basan -
en el hecho de que Tos agentes infecciosos pueden identificarse

por una reaccidn especffica antigeno-anticuerpo.

E1 ensayo inmunoenzimitico ha adquirido gran importan

cia en la detecci6n directa de antigenos microbtanos en los -
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fluidos del cuerpo, (93)

Entre las ventajas del ensayo inmunoenzimatico se tie
ne su alto grado de sensibilidad y especificidad, ademds de que
no implica riesgos a la salud ya que los reactivos utilizados -

son inogcuos,
Fundamento:

Se basa en la inmovilizacién de anticuerpos o antf--
genos solubles unidos a una superficie s6lida insoluble, con -
el fin de capturar al antigeno o anticuerpo presente en la solu
cién problema y asi poder detectar el complejo inmunolégico por
medio de un anticuerpo o antigeno marcado con una enzima, Fi--
nalmente, se revela el sistema con la adicién del sustrato éspg
cffico, produciéndose una coloracidn debjda a la hidrdlisis del
sustrato, que es proporcional a la cantidad de antfgeno o anti-

cuerpo presente en la solucidn problema. (3, 4, 5, 6, 7)
Sensibilizacidon:

Es la unidn del antigeno o del anticuerpo a 1a fase -
solida uniéndose covalentemente a ciertos materiales como celu-
losa, poliestireno o polivinilo. El antigeno o anticuerpo usa-
do debe tener un alto grado de pureza y asi hay mayor especifi-
cidad en el método ya que si se usa un antigeno o anticuerpo -

crudo, los resultados no son confiables, puesto que son altamen
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te inespecificos. La sensibilizacién se Tleva a cabo por absor
cién pasiva con soluciones alcalinas conteniendo 1 a 10 micro--
gramos/mililitro de proteina, incubdndose a 4°C o a la tempera-
tura 6ptima que se requiera, por 1o tanto serfa de 4°C a 37°C -
por espacio de 4 a 24 horas, Se disuelve la protefna en una so

lucién amortiguadora de carbonato- bicarbonato pH = 9.6 (3,4)
Factores que intervienen en la técnica:
a) Fases s6lidas:

Los materiales varfan pudiendo ser celulosa, poliacri
limida, dextranas y plasticos tales como polivinilo, poliestire
no o polipropileno, Usando placas de microtitulacién de inmuldn
como fase sGlida pueden obtenerse magnificos resultados, ya que
permiten trabajar a gran escala usando una minima cantidad de -

reactivos. (6)
b) Conjugados:

Para 1levar a cabo un acoplamiento enzima-protefna, -
se busca el uso de sustancias que tengan grupos reactivos capa-
ces de dar enlaces cruzados entre la enzima y el reactivo a con

jugar, Se han descrito los siguientes agentes: (5, 93)

1.- 4,4'-difluoro-3,3"'-dinitrofenilsulfona.
2.- Toluen-2,4-disocianato.

3.- Cloruro de ciandgeno.
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4.- Bis-diazobencidina,
5.- N,N'-o-fenilendiamina.
6.- Carbodiimida.

7.- Periodato de sodio.
8.~ Glutaraldehido,

9.- Parabenzoquinona. (5)

Una reaccién de acoplamiento ideal, debe rendir un -
100% de conjugado, cuya composicifn debe ser una molécula de en
zima por una de protefna, en la cual se conserva la actividad -
enzimdtica e inmunoldgica. Es evidente que ninguna de las reac
qiones anteriores reunen estos requisitos, por lo tanto se eli-

ge aquel procedimiento que da mayores ventajas.

c) Enzimas:

Las enzimas que se usan deben reunir las siguientes -

caracteristicas: (93)
1.- Una actividad especifica y alta.
2.- Estabilidad relativa a temperatura ambiente,

3.- Que no se presente una pérdida considerable de ac

tividad después del acoplamiento,

4 .- Que se encuentre disponible en el mercado, en un

alto grado de pureza,

5.- Utilizacién del sustrato con gran rapidez.
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Las enzimas mds usadas son: fosfatasa alcalina, p-0D

galactosidasa, peroxidasa y glucosa oxidasa.

También se debe mencionar que ¢l sustrato usado debe
ser soluble en un medio acuoso, como por ejemplo la fosfatasa -
alcalina, que aunque no es tan barata es fdcil de conseguir, el
sustrato especifico para esta enzima es el paranitrofenilfosfa-
to, que es soluble en agua y da como producto de hidrglisis el
p-nitrofenol, el cual también es altamente soluble en medio -

acuoso., (7)
Existen dos métodos de conjugacidn: (5)

a) Procedimiento de un paso.

b) Procedimiento de dos pasos.

E1 primero consiste en la reaccion del anticuerpo con
la enzima mediante un agente acoplante que produce un enlace -

covalente, teniendo de esta manera el conjugado. (4)

E1 segundo método consiste en activar a la enzima me-
diante un agente acoplante, después se pone en contacto el anti-
cuerpo que va a unirse por su fracciébn cristalizable con la en-
zima activada. Este m&todo es mds homogéneo y presenta un ren-

dimiento que va del 50 al 75%., (6, 7)
d) Anticuerpos:

En los ensayos inmunoenzimdticos, se obtienen mejores
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resultados usando anticuerpos que provienen de un suero hiperin
mune, porque éstos presentan una gran actividad, - No se debe -
conjugar al suero completo, ya que pueden obtenerse reacciones

inespecificas, para evitarlas se deben separar las gamma-globu-
linas del suero y después conjugarlas con la enzima correspon--
diente; se obtienen todavia mejores resultados si ademds se se-
paran las diferentes clases de inmunoglobulinas y posteriormen-

te se les acopla la enzima, (5)
e) Lavados:

Se necesitan lavados después de las diferentes incuba
ciones, este procedimiento consiste en 1lenar los pozos de la -
placa de microtitulacidn con una solucidn amertiguadora que con
tenga un agente tensoactivo como el monolaurate de sorbitan - -
Tween 20, este paso debe repetirse al menos tres veces, con lo

que se eliminan al méximo las reacciones inespecificas. (7)
El método de E£.L.1I.S5.A. puede ser de dos tipos:
l,- E.L.1.5,A, para la deteccidén de antigeno.
2,- E.L.I1.S.A, para la deteccidén de anticuerpo.
E1 primero se subdivide en dos:

a) Método del doble sandwich,- Se hace una curva es--

tdndar con cantidades conocidas de antigeno (determinacidn cuan
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titativa del antigeno probado).

b) MEtodo competitivo.- La muestra compite con un an-
tigeno marcade para unirse al anticuerpo absorbido., La concen-
tracién de antigeno en la muestra problema es inversamente pro-
porcional a la cantidad de actividad enzimatica presente al fi-
nal del ensayo, y puede determinarse cuantitativamente usando -

cantidades conocidas de antigeno para la curva estdndar,
E1 segundo método también se divide en dos tipos:

a) Método indirecto.- La cantidad de anticuerpo espe-
cifico presente en la muestra, es proporcional a la cantidad de
actividad enzimdtica. Los resultados se expresan cualitativa y

cuantitativamente,

b) Método indirecto enzima-antienzima.- La cantidad -
de anticuerpo presente es directamente proporcional a la canti-
dad de hidr6lisis, Sus resultados se expresan segln el método
anterior, pero este método no puede utilizarse en humanos, ya -

que no es posible obtener una antienzima humana. (79)
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MATERIAL Y- METODO

Material Bioldgico

Se colectaron heces de 18 nifios (14 con diarrea y 4 -
controles), desde su nacimiento asi como a los 3, 6, 12, 18 y -
24 meses de edad y durante las fases agudas y convalecientes de

cada episodio de diarrea por un periodo de 2 afios.

También se colectaron sueros de estos nifios al nacj--

miento, a los 3, 6, 12, 18 Yy 24 meses de edad,

Albimina sérica bovina libre de gamma-globulinas (Sigma)
Anti IgG humana
Conjugado (Fosfatasa alcalina + Anti IgG humana

en conejo) (Sigma)

Material de vidrio y equipo:

Agitador magnético
Agitador Vortex ) (Corning)

Bafio Marfa a una temperatura de 92°C

Celdas de cuarzo de 250 mg/ml. (Gilford)
Centrifuga refrigerada (Sorvall RC-
58)

Espectrofotémetro 250 (Gilford)



Estufa a 42°C

Jarras anaerdbicas,

Matraces Erlenmeyer,

Matraces volumétricos

Micropipeta manual de 50 .
Micropipeta manual de 200,41,
Micropipeta manual de 1 ml.
Micropipeta manual multicanal 200 M1,

Pipetas Pasteur

Pipetas serolégicas
Placas de microtitulacién (Inmuldn I1)

Selladores de plastico para placas de
microtitulacign

Sobres de Gas-Pak de 4%,

(Thelco)
(BBL)
(Pyrex)
(Pyrex)
(0sford)
(Osford)
(Osford)
(Dynatech)

(Intramedic.

S.A.)
(IVA)
(Dynatech)

(Dynatech)
(BBL)

Tubos de ensayo de 16 x 150 mm con tapén de hule (Pyrex)

Vasos de precipitados

Medios:

Medio Campy-Bap

Agar Brucella + 5% de sangre de carnero
+ antibi6ticos

Agar Citrato de Simmons
Agar de TSI (Triple Azdcar e Hierro)

Agar Fenil Alanina

(Pyrex)

(Difco-B964)
(Difco-B91)

(Difco-B265)
(Difco-B745)

53
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Agar Lisina-Hierro . (Difco-BB4Y)
Caldo base de ornitina L ~(BL)

Caldo base rojo de fenol-manitel - -  (Difco-B097)
Caldo Brucella AP ~ (Difco-B495)
Medio SIM : ' (Difco-B271)
Reactivos

Agua deionizada
Acido fosfdrico , ~ {(Merck)

Equipo de Gram:

Cristal violeta . _ (Merck)
Lugo]l S (Sigma)
Alcohol-Acetona (Drogas Tacuba,
' S.A.)
Safranina (Sigma)
Etanol (Merck)
Formaldehido al 0,5% ' {Merck)
Glutaraldehido
N-N-dimetil-p-fenilendiamina (Sigma)

Pastillas de p-nitrofenilfosfato de 5 mg,
cada una (Sigma)

Peréxido de hidrdgeno (Drogas Tacuba,
S.A.)
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Soluciones

Solucign amortiguadora de carbonato-bicarbonato

0.05 M PH =96 (Merck)
Solucign amortiguadora de dietanolaming v ;
0.05 M pPH =98 (Sigma)
Solucign amortiguadora de fosfatos

(PBS-Tween 20) 0.g5 M PH = 7.4 (Sigma)
Solucign amortiguadora de glicina - HCY

0.05 M PH = 2.5 | (Sigma)
Solucién amortiguadora Tris-HC]

0.01 M PH =g, (Sigma)
Solucign de hidroxido de sodig (3 M) (Merck)

Solucign salina al 0,85% PH = 6.8

Método

Una vez que Campylobacter se ais1é a partir de las he

a una temperaturs de -70°C,

Cuando se obtuviergn todas las muestras hasta el fj..
nal de Jos dos afigs que durd 1a recoleccifn, se sembrarpop en me

dio de Campy-Bap durante 48 hrs. a una temperatura de 42°C y .



con una atmosfera de 5% de oxfgeno + 8 a 10% de didxido de car~
bono. Se volvieron a realizar sus pruebas bioquimicas como son:
produccién de catalasa; produccidn de oxidasa; reduccion de ni-
tratos a nitritos; crecimiento en glicina al 1%; crecimiento en
cloruro de sodio al 3.5%; crecimiento en sales biliares al 1% y

produccign de acido sulfhidrico en TSI,

Obtencidn del antfgeno. De la cepa ya identificada -
con crecimiento de 43 horas, se hace ‘Una suspensidén con solu--
cién salina pH = 7.4, se agrega formaldehide al 0.5% y poste---
riormente se agita en vortex. Despufs se coloca en bafo Marfa
(aproximadamente a una temperatura de 92°C) durante 30 minutos.
Al cabo de este tiempo se hacen dos Tavados con solucion salina
isoténica estéril en centrifuga refrigerada a 4,000 r.p.m. por
10 minutos. Al final se decanta el sobrenadante y se resuspen-

de con solucidén salina isotdnica estéril,

De esta manera se obtiene el antfgeno estable al ca--
lor, al cual se le determina la concentracign de proteinas por
el método de Bio-Rad, 1levdndose a una concentracidén final de -

10 g/ml de protefna,.

Conjugado. Se prepara por el procedimiento de dos -
pasos utilizando glutaraldehido, fosfatasa alcalina de intestj
no de ternera y anti-gamma-gfobu]ina humana del tipo IgG de -

fuente comercial.
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La inmunoglobulina se reconstituye en solucién salina
al 0.85% y pH = 6.8, se dializa a 4°C durante toda la noche y -

se determina concentracidn de proteinas por el método de Bin-Rad.

Aparte la enzima se homogeniza y se centrifuga a 8,000
r.p.m. durante 20 minutos a 4°C, se disuelve en solucidn sali-

na y se dializa en las mismas condiciones,.

La relacion de conjugacidn es de 1 mg de protefna por
3 mg de enzima, por lo que para 10 mg de enzima se requieren de

3.3 mg de anti Ig6.

Posteriormente se le adiciona a la enzima 20 1 de
glutaraldehido al 25% y se deja reposar durante dos horas a tem
peratura ambiente, Una vez activada la enzima se adiciona IgG
y se incuba durante dos horas, agitando suavemente cada 15 minu
tos. Despus se dializa en contra de solucién amortiguadora -
Tris base 0,01 M pH = 8.0 durante toda 1a noche a 4°C. Al -
dializado se le adiciona un volumen igual de la solucidn amorti
guadora Tris base con NaN3 al 0.02% y albdmina bovina 1ibre de
gamma-globulinas al 1% para neutralizar los sitios activos que

no reaccionaron,

Los sueros colectados se almacenaron a -70°C, En to-
dos ellos se detectaron anticuerpos contra el antfgeno estable
al calor (previamente preparado) de cada uno de los aislados ho

mélogos de las heces.,
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Para l1a realizacidn del método de E,L.I.S.A. se proce

de de la siguiente manera:

Paso 1.

a) Se sensibiliza la placa con cada antfgeno de los -
aislados autdlogos en una concentracidn de 10//Mg/m1 de protefi-
na en una solucion amortiguadora de carbonato- bicarbonate. Se

depositan 200//“1 en cada pozo.
b) Se incuba a 37°C durante 18 a 24 horas.

¢) Se lava con PBS/Tween tres veces durante 3 minutos

en cada lavado,

Paso 2.
a) Se bloquea con solucidn amortiguadora de glicina -
~-HC1 para quitar reacciones inespecificas, depositando 200//u 1

en cada pozo.
b) Se incuba a 37°C durante dos horas,

c) Se lava con PBS/Tween tres veces durante tres minu

tos en cada lavado.
Paso 3

a) Se coloca por duplicado el suero problema con dilu
ciones de 1:100, 1:200, depositando 200//M1 por dilucidn encada

pozo,
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b) Se incuba a 37°C durante dos horas.

c) Se lava con PBS/Tween tres veces durante tres ming'

tos en cada lavado.
Paso 4,

a) Se coloca el conjugado anti-IgG humana en conejo +
F.A. a una dilucion de 1:5,000, Se depositan 200//M1 en cada po

zZ0,
b} Se incuba a 37°C durante dos horas.,

¢) Se lava con PBS/Tween tres veces durante tres minu

tos en cada lavado.

Paso 5.

a) Se coloca el sustrato, p-nitrofenil-fosfato (Merck)
en una solucién amortiguadora de dietanolamina, concentracidn =
1 mg/ml {usar 4 pastillas para 5 ml de agua deionizada). Se de

positan ZOOI/M] en cada pozo,

b) Se incuba a 37°C durante 30 minutos.

Paso 6.
a) Se coloca NaGH 3 M para detener la reaccidn, depo-

sitando 50 M1 en cada pozo.

Se lee en "Titertek, Dynatech" (lector de E,L.1.S.A.)

a una absorbancia de 405 nm,
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Se usé como control negativo el suero de un nifio de -

seis meses de edad, a quien nunca se le aislg Campylobacter -

jejuni,

Se 1levé otro control negativo con PBS.
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RESULTADOS

Se estudiaron 18 esquemas completos (el total de mues
tras recolectadas y un control médico de los nifios a través del
Centro de Salud y de una trabajadora social que los visitaba pe
riGdicamente en su casa) pertenecientes a un grupo de nifios du-
rante el transcurso de sus primeros 2 anos de edad. Los méto--
dos utilizados en el presente estudio permitieron el aislamien-

to e identificacién de Campylobacter jejuni de las heces de di-

chos nifios, obteniendo de esta manera el antigeno somdtico esta
ble al calor de cada uno de los aislamientos, De la misma mane
ra se obtuvieron sueros de estos pacientes para demostrar la --
presencia de inmunoglobulina G dirigida contra el antigeno somd

tico estable al calor de Campylobacter jejuni.

Se utjlizd el método de E.L.I.S.A. para la deteccidn
del anticuerpo contra el antfgeno estable al calor, de cada uno

de los aislados autSlogos (proveniente de la misma persona).

Los resultados que se obtuvieron se leyeron a una ab-
sorbancia de 405 nm considerando como positivos aquellos valo--

res mayores de 0.2.

Los resultados estdn representados en las siguientes
18 grdficas correspondientes a cada uno de los nifios, indicando

las lecturas que se obtuvieron en las diferentes fechas de ob--



62

tencién de las muestras, asf como las fechas de los nacimientos

de los nifios y cuando se aislé a Campylobacter.

La respuesta inmunoldgica de los 18 nifios, en las -
muestras de sueros antes y después del ajslamiento de -

Campylobacter se encuentran ahi sefialadas.

Los resultados positivos se indican por un producto -
de reaccidn colorido cuya absorbancia debe estar entre 0,2 y 1,0
por razones de linealidad. De esta manera los resultados se ex
presan como positivos, es decir con anticuerpos presentes en el
suero,y negativos indicando la ausencia de ellos, cuando el va--

lor de absorbancia es por abajo de 0.2.
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DISCUSION

En el seguimienfb'fongitud1na1 se pudo observar que la
gran mayorTa de los nifios poseen en sus sueros anticuerpos IgG

contra Campylobacter desde el momento del nacimiento. Posterior

mente adquieren de nuevo estos anticuerpos por infecciones que -
pueden ser asintomdticas o sintomdaticas. Ademis, se observd que
cuando los nifios tenfan un episodio de diarrea en el que se ais-

Taba a Campylobacter, se observaba una buena respuesta inmune -

alin a edades muy tempranas.

Se puede observar que hubo algunos nifios que tuvieron
una respuesta inmune semejante, por lo que para no hacer tan re-
petitiva la explicacidn de cada grédfica se decidid agruparlos -

por comportamiento ante la infeccién por Campylobacter jejuni., -

Resultaron ser 4 diferentes tipos de respuesta inmune de los -

huéspedes hacia este microorganismo.

Grupo 1

Grafica 1 - Caso 002
Grifica 6 - Caso 042
Grdfica 7 ~ Caso 039

Grafica 13 Caso 045

Grdfica 15 - Caso 065
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Grupo 11

Gréfica 2 - Cas0 005
Grdfica g . Caso 038

Grupo 111

Grafica 4 . Caso 015

Grdfica 5 . Caso 028
Grafica 9 . Caso 004
Grdfica 10 - Caso 032
Grafica 11 - Caso 037
Grafica 12 . Caso 044
Grafica 14 - Caso 060

Grupo v (Contro])

Grdfica 3 - Caso 016
Gréfica 16 - Casq 003
Gréfica 17 - Casg 017
Grafica 18 - Caso 018

geno somitico estable 31 Calor, ya que en el momentg del aijslg-

miento de Campylobacter s€ observa upa buena respuesta inmune y
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En el momento de la 1nfecct6n se observa.que la mayo--
rfa de los nifios cursaban asintométicqs;yéihwémbérgo; era evi--
dente que habfan adquirido una infeccién previa'ya~sea asintomd

tica o sintomdtica, que no fué posible detectarse.

Con excepcidn de las grdificas 1 y 6, también se obser-
va que estos nifios al nacer ya presentaban anticuerpos IgG con-
tra Campylobacter, que fueron transmitidos por la madre, pero -

que al cabo de 1 a 3 meses &stos bajaban.

Grupo II.- S6lo se tuvieron a dos nifios con un compartamiento -
semejante., E1 priméro {grdfica 2) con un titulo bastante alto
de anticuerpos IgG al nacimiento, transmitidos a través de la -
via placentaria y el segundo (grdfica 8) casi sin anticuerpos y
que a pesar de esto se comportaron casi de igual manera en el -

transcurso de los dos afios.

En 1a grdfica 2 se observan dos picos pertenecientes a

dos episodios de diarrea por Campylobacter. En la grafica 8

también se observan dos picos pero solamente en el segundo se

pudo aislar a Campylobacter,

Aquf, en general, nos damos cuenta que después de 1los
episodios de diarrea, los anticuerpos IgG bajan quedando el in-
dividuo susceptible a una reinfecci6n, en este momento tiene -

nuevamente tftulos altos de IgG que pueden permanecer constan--
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tes unos meses después o caer inmediatamente después, como se -

observa en la grdfica 2.

Grupo I1I.- Se observa que la mayorfa de los nifios de este estu
dio longitudinal presentan una respuesta inmunolégica parecida,
de 18 nifios que Yo comprenden, 7 tuvieron casi el mismo compor-
tamiento quedando en este tercer grupo, en el que no se pudo ob
servar qué pas6 después de la infeccion, si estos anticuerpos -
se mantuvieron altos o si bajaron, ya que no fu& posible conti-

nuar el estudio con estos nifios por mas tiempo.

Unos presentaban anticuerpos IgG altos al nacer, otros
los presentaban bajos o no los tenfan. Lo que si se observa es
que al momento de la infeccidn por Campylobacter estos anticuer
pos subijeran por 1o que decimos que, en general, el hu@sped pre

senta una buena respuesta inmunoldégica ante esta infeccign.

Grupo IV,- Quedan comprendidos los nifios considerados como con-
troles, a quienes se les aislg Campylobacter y nunca mostraron

anticuerpos detectables contra el antigeno homélogo, con excep-
cién del caso 016 (grdfica 3) que a los tres meses de edad tuvo
un tftulo alto (probablemente anticuerpos transmitidos a través
de la leche materna), pero que cayé inmediatamente después, man

teniéndose bajo hasta el momento en que terming este estudio,

En cuanto al método de E.L.I.S5.A. éste resultd ser ade



85

Cuado para estg cuantif1cac16n de anticuerpos, ademis. de ser ac
cesible y ficil Ya que no se necesitan de medios de cu1t1vo y -
reactivos que fueran caros, Estos reactivos se utilizan en vo-

limenes pequeios,
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CONCLUSIONES

1.« E.L.I.S.A, fué Gtil para detectar anticuerpos IgG
ya que presenta ventajas que son importantés para nuestras nece
sidades en el laboratorio, Presenta un tiempo corto para su -
realizacion y obtencidn de resultados y, lo mis importante, el

costo del ensayo no es tan caro relativamente,

2.~ Se pueden definir con base a este seguimiento lon-

gitudinal, varfos patrones de comportamiento seroldgico.

Infecciones sintomdticas con respuesta inmune,
Infecciones asintomaticas con respuesta inmune,
Portadores sin evidencia de respuesta inmune, Aqui se
pueden presentar dos casos: a) Anticuerpos altos que
no se modifican. b) Sin presencia de anticuerpos y -

que no cambian,

3.- Se observan altos titulos de anticuerpoé especifi-

cos contra Campylobacter jejuni en pacientes que han padecido -

la infeccidn. La mayoria de los hu&spedes forman anticuerpos -

especificos contra Campylobacter jejuni y a menudo aparecen los

titulos elevados en la etapa inicial de la enfermedad y decli--

nan en pocos meses,

4.- A pesar de todos los estudios realizados ailn no se
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conoce si los anticuerpos séricos especifidqs protegen contra -

una reinfeccign,

5.- Existe el inconveniente de utilizar el antfgeno ho
mélogo para la prueba, ya que siempre deberj contarse con el -
aislamiento de Campylobacter y, como se vié, implica ciertas -

condiciones especiales,



ANEXD

Medio Campy-Bap (con antibidticos)

<Agar Brucella + 5% de sangre de carnerp,
Vancomicina Trreereccnieeiiae . 10 mg/it
Trimetoprim Trrerceesiiiiiiiia, 5 omg/lt
Polimixina Srrreeeceacaiiiene, 2,500 1,U./1¢
Anfotericina Ttereesrcineniaea, 2 mg/lt

Cefaloting Crrereresceniiiiaa., 15 mg/it

.Caldo Brucella
Caldo Brucella + 0.16% de agar + 1% de glicina.
Caldo Brucella + 0.16% de agar + 3,5% de NaCl.

Caldo Brucella + 0.16% de agar + 1% de sales biliares,

Solucign amortiguadora de carbonato-bicarbonato.

-N62C03 ------ un-oo-ooo..--o'cn 1.59 gY‘.
-NaHCO3 TTrtrreeresicieniiiia,, 2,93 gp.
-NaN3 IR R % B T
~Agua destilada R I R T

Soluci6n amortiguadora de dietanolamina,

-Dietanolamina Cteesarevenaana. 97.0 mi

-MgC]Z. 6H20 fereeseesiiaa,, 0,1 gp
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_NaN3 --c-u-.-o-ovctat--o-.o-- 0-2 gr ¢
-Agua destilada ..,.,.,. senees 1,01t

Solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS-Tween 20)

-NaCl ........... cireeriiani,., 8,0 gr
-KH2P04 trerrecrisiiiiiiina.,, 0.4 gp
-NazHPO4 Trerreiseiiiiiaiiae,, 2,9 gp
-KC1 Tretrrereesieiiiiiiia,, 0,2 gr
'NaN3 -0vo||-uo|t-ul-----'-c-- 0.2 gr
-Tween 20 Crereiieiiiiiiieae.. 0.5 @l

-Agua destilada teeriiiviene., 1,01t
Solucién amortiguadora de glicina « HC1

-Solucién A
NHZCHZCOOH ...... cresenniea., 15,01 gr
Agua destilada I I I I

-Solucién B
HCT 0.2 M terreitaiiieaaa,. 10 m] de HCY (IN) + 40 m1 de H20

Mezclar 50 ml de Ta 'solucién A + 50 ml de la solucign B,
Solucién amortiguadora Tris-HCI

Tris-HC1 ............ veeveen.. 31,6 gp
NaCl i, +,.116.8 gr
Agua destilada cbp csrriosvees 2,0 18
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