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RESUMEN

PATINO DOMINGUEZ GABRIELA. Comparacion de tres técnicas de
microserobiosis para el aislamiento de Cempi/obecter jejunia partir de

pollos (bajo 13 direccién de:Radl Vazguez Martinez).

Csmpylobsctar Jajuni es una bacteria patogena entérica reconocida en tode el
munde tomo causante de diarrea. Su aislamienio requiers de &mbiente
mictroaerafilo. Con e1 fin de determinar el metodo optimo para crear les
condiciones  atmosféricss necesarias en el aislamiento primario de
Csmpyichscter jefusi fueron comparades tres técnicas de microserobiosis

diferentes: velobiosis, principie de Fortner y mezcla de gases en langue. Se
utitizaron S0 ciegos de poilo, ya que £y es habitante normal de estas .,
aves. El medio selectivo utilizado en todos los casos fué Butzler con 7
unidades de clistine. Cada muestirs fue sometida a las tres tlécnicss de
microserabiosis e incubada @ 42 2C durante 46 horas. Ung ves detectada el
dgeszrrollo de colonias, se realizaron frotis humedos con el fin de delermningr
13 forma y movimiento caracteristicos de Zlamaw/olecrer La técnica gue
mostro un mayor porcentsje de aislamientos fué la de velobiosis conun 70R.
El porcentaje de casos positivos hallados en el procedimiento de ta mezcla de
Qases en tanque fué de 678 i en el principio de Fortner solo se toqro un 36%.
Exte trabajo demostrd que ls teonice de velohiosis es eficaz 4 econdmica en

el sizlamierio primeric de Sswneiabscler jejun
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INTRODYCCION

En menos de una déecads, Csmpyletscier jejuni se ha convertido en uno de los
mas importantes agentes petdgenos cousantes de diarreas, tante en humanos
como  en  animales domesticos en diferentes partes del  mundo
(9,12;14,16.19.22,30,39,45,SBJ. Algunos autores supohen que este bacteria
deberia ser sislada por 1o menos tan frecuentemente como los géneros
Sslmenelle ¢ Shigells (9,17,29,34,43 46,53). Sin embarqo, les meétodos
utilizados para lograr 21 cultivo oplimo de Campyiotscter jejuni vequieren de
varias condicicnes especiales: atmosfera de microserobinsis (580 10%8C0 u
753 ). una incubacion a 429¢C y medios selectivos (1,16,23,25,46,51,54). En
\a actuslidad, en los paises desarrcllados, un gran numero de laborslorios
investigan el cultivo de Csmay/otscter jejuni. Diferentes medios de cultivo
han sido descritos para su aislamiento y se han propuesto varios metodos
para proveer las condiciones atmosféricas adecusdas (4.56,10,15,17,21).
Con la introduccion de técnicas simplificadas para el aislamiento de

smpylabscler jejuni, el nimero e casos confirmados de 1 enfermedad
couseds por ests bacteria, <e ha incrementado notablemente; en alqunos
paises desarroilados como Innlaterra, Alemania, Canadd y Estsdos Unidos,
esla bacteria es la princips! causa de dierrea en humanos (2,22,21,36,45,54).
En los poises en viss de desarrollo, en dénde las enfermedades

castroentéricas  juegan  un  papel preponderante en lacalud  publice,
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Campylaksciar jejupise ha colocado entre los principales agentes causantes
de diarrea como £ cali, £ Hystalitics, Ssimenells ¢ Shigells (39,45,46,57).
Sin embargo. en nuestro pais, los trabajos realizados han sido escasos, en

relacion con los efeciuados en los paises desarrollados.

La comparacion de las diferentes técnicas para lograr el aislamiento primario
de Camaylotiscter jejun, se justifica por el hecho de gue, aln cuando se han
deserito varios metodos para lograr las condiciones atmosiéricas apropiadas
para dichg bacteria, no siempre pueden realizarse en los lsboratorios de

diagnastico, ya sea por falla de recursos malerisles o econdmicos.

Revision bibliografica.

Debido & que Csmayichscier jejunes una bacteria muy exigente en cuanto s
1as condiciones necesarias para su crecimiento, la identificacion de este
enteropatdgenc progresé muy lentamente. .

Al ser descubiertas por primera vez, las diferentes especies de
nempylelrsetar fueron clasificadastentre los $74r7as De hecho, el nombre del
genero fué V%o durante muchos sfios, hasta que Sebald y Veron (28) en
1963 propusieron el nuevo término genérico de Lsmpyiokecieren virtud de
que 2slos arganhismos mostraben suficientes diferenciss en cuante a sus
coracteristicas bioguimicas y serclégicas en compsracién con los Viwvas
Laz diferenciss significalives en las bases de DNA fuercn delerminantes para

=y tlasificacion bajoun génern zeparado.




Campylebscter;, fuk conocido primeramente como  ¥ify7e microaerafilo y
recongcido por McFaydean y Stockman (B), los cuales en una extensa
descripcion sobre el sborto en ganado vacune, hicieron mencion de una forma
de aborto en ovejas, causado por un agente en forma de curva y de rapida
movilidad, por lo gue se le clasificd como ¥iAr7a Smith u Taylor (48)
confirmaron esta observacion y le designharon el nombre de (7ar7a retusen
191

Afios m3s tarde, en 1939 Jones y Little (46) relacionaron a un vibrio
micreaerdfilo como el agente causal de la disenteria de invierno o diarres
negra del ganado vacuno. Esta enfermedadd caracterizads por uns severs
diarres Y una rmarcada supresion en la produccion lactea, inicialmente
apareci6 en unos cudntos individuos y fué diseminade subsecuentemente en el
hate. Los animsles afeclados, presentaron una disrres mucohemorragica y
dolor abderninal. Al llevar a cabo las necropsias se encontrd inflamacidn en la
nucosa del intestino delgado, de la cusl se obtuvieron muestras para cultive.
La enfermedad se pudo reproducir en animales sanos alimentandolos con un
cultivo puro de vibrio microaerofilo designado $4w7e jejuny por Jones Orcutt
y Little (28). :

En 1944, Doyle {14) descubrid una diarrea de los cerdos cousads por vibriones
y 3ugiri0 que el agente etilégicc® de la disenteria porcing era un wibrio
denominandete {Vtria cal

Actusimente se sabe que esta enfermedad esta asociada con 7renanems
hyedisenterise asociade a Lempyiahsctear /fyz/m yotros agentes. v
Lz primera asociacidn del #7aria mic .ﬂ.:‘:ern/.'/n con enfermedades dmrrew sb
en humanes fue descrite por Levy (1) en 1946, dursnte la descripcion de un,

gran brote de gastroenteritis en [Ninois. Seidentificd mi_c.roscc'rmv:'sn‘nénte' 3



unos organismos parecidos s vibrios en frotis directos de muestras
diarréicas, pero no le fué posible cultivarlo a partir de las heces. No obstante,
el reconocimiento del vibrio microaerdfilo aislade de la sangre de estos
. pacientes, lo implicaba forzosamente como la ceusa de la enfermedad. Se
sugirié ademés, que estas bacterias pudieran cer las mismas que las
descritas por Jones y colaboradores en la disenteria de invierno.

Cerca de diez afios més tarde King (12) compard las caracteristicas de los
vibrios microserdfilos entre varios aislamientos logrados & partir de
muestras humanas y distinguié dos diferentes grupos de organismos, uno de
los cuales crece a alta temperatursa y corresponde a los aislados de pacientes
con gastroenteritis. .

El primer intento exitoso para sisler Lamay/obscier de las heces fué logrado
por Cooper y Slee (8) en 1971. Estos investigadores notaron que £ jejun/ era
resistenete & la cefalotina. Guiados por esta observacidn, sembraron una
muestra fecal en agar sangre, agregandole discos de cefaloting. Después de
cultivar en condiciones de microaerobiosis, las colonias de Lampyl/obscier
fuernn observadas cerca de los discos con este antibiético.

En 1972 Dekeyser y colaboradores {11) descubrieron un métode pers sislar
Lsmpylobscter pesando una suspencidn de muestra a través de un fillro
milipore (65 um). Esto se basH en que muchos crganismos fecales son
demasiado grandes para pasar a través del filtro. Con este método, Dekeyser y
col. lograron aislar £ jejuns o partir de heces humanas.

Al afio siguiente Butzler y colsboradores {8), utilizaron esla técnica para
examinar 1as heces de un gran nimero de pacientes con diarres. ENes lograron
sislar £ Jejupizceli en un 5.2% de 800 nifios con diarres. Por el contrario

=010 lograron un 1.3% de aislamientos en mil nifios sin diarres.



Fué hasts 1977 en que Skirrow (42) describid un método gue eliming la
necesidad de user filtros y que consiste en sembrar 1s muestrs directamente
en un medio selectivo con antibidticos. De este maners, encantra & jejum
come ls bacteria enteropatogena mas comin aislada de individues can
procesns diarréicos y que por el contrario, los aislamientas en pacientes sin
diarrea eran muy escasos.

La alts frecuencia de enteritis cousada con £ fgjwe/ mostrada en el trabajo
de Skirrow, ha sido confirmada por un gran nimero de articules publicados en
diverses partes del mundo (2,7,13,18,26,27,29).

Desde 1977 hasts nuestras dias Campyloksclier jeups hs sido el tems de

numerosas investigaciones.

Técnicas para el aislamiento de CompyloLscier jejuni

Cormo ya se he mencionado anteriormente, los mélodos necesarios pars el

cultive dptimo de £ jejww/ requieren de varias condiciones especiales:

medies selectives con 3 o mbs sgentes sntimicrobianos, ung stmdsfere de

microseroliosis y una incubacion a 42° L.

Entre los principales medias selectivos descritos actusimente se encuentran

~ Butzler (Eu) (8): Agar-Thioglicoleto, bacitracing, novobiocing, ciclo-
hexamida, colisting, cefaloting, 5-10% de sangre desTibrinada.

- Blaser (81) v Campy Bap (1) Ager bese para Campay/okecter, vonco-
micing, trunetropn, polimixing B, cefaloting y anfotericing B, o

~ Skirrow agar sangre (Sk} {49} Aar bese Ders Csmpp/oabsclar van-

comicmg, tnmetoprim, polimixing B.



_ Preston (Pc) (4): Agar base para Csmaylebecier; trimetropin, poli-
mixina B, rifampicina y ciclohexamida. ' '

— Preston Csmpylotscter blood free (PEF) (21): Agar sangre y cefa-
lotina.

— Butzler Viridn (BV) (17): Agar base para Comayiohscter, cefopira-
cing, rifampicing, colistina y anfotericina B.

— Preston meodificade (Pm) (37): Caldo nutritivo, 78 de sangre equina

desfibrinada, cefopiracina Y anfotericina B.

Existen también varios métodos para proveer las condiciones atmosféricas
sdecuadss pars el cultivo de £ jejwn/ (5% 02, 108 €02, y 758 de N). Entre

los més comunes estén:

— Mezcla de gases en tanque (25,48):

Este es uno de los métodos més antiguos para el cultivo de organismos
microserdfilos y quizas el més comdn. Consiste en evacuar el aire de una
jarra de anaerobiosis u remplazerlo por una mezcla de gases con las
proporciones requeridas contenidas en un tanque especial. Este gs un sistema
eficsz, sin embargo requiere d’_‘e un costo inicisl de equipe (lenques,
mandmetros y jarras de angerobiosis) y disponibilidad de espacic, 1o cusl lo
hace poco adaptable s las necesidades de laboratorios pequefios. Ademés,

results costoso cuando no se manejan volimenes grandes de muestras.

—~ Sobres comerciales (Carnpy Pak) {6,56):

Exte es el método més utilizedo en paises desarrollados. Los sobres contie-




nen 1a mezcla de gases en las condiciones requeridas, basta agregarles aqua
para <u liberacion. Cada sobre contiene bidwido de carbono y una pequefia
cantidad de hidrdgeno. El catalizedor contenido en el sobre, permite la
combinacidn del hidréngeno con el oxigeno; como la cantidsd de hidrégeno es
limitsda, el nivel de oxigeno solamente se reduce en las proporciones
requeridas. Este método ha resultado ser eficaz en el aislamiento de £ fe/uwr
lamentablernente es poco disponible en nuestto pais ademas de ser altamente
costoso ya que los sobres son de importacidn. El costo es muy elevado cuando

es necesario menejar volimenes grandes de muestras.

_ Jarra con vela o velobiosis (1,24,56,57):

£zte ha sido un método tradicional, sencillo y econdmicn. Solamente requiere
de un recipiente con cierre hermético y una vela, 1a cual se introduce
encendida gl recipiente y éste se cierra herméticamente, lo anterior per la
cornbustién, reduce la concentracion de oxigeno. Sin embargo, 16 reduccidn en
la tensidon de oxigeno no siempre es dptima para &1 crecimiento de algunas
becterias microaerdfilas. Les proporciones aimosféricas obtenidss en este
sisterns son 178 de 02, 3% de CO2. De cuslquier maners, este método ha
resultade ser satisfactorio en el aislamiento de bacterias microserdfilas
como £ fejuni(38). Su uso resulta practico psra laborstorios de rutine o con

escasa disponibilidad de equipo.

— Principio de Fortner {27):
Eneste metodo, Ya reduccion en la tensidn de oxigeno es obtenida mediante el
zultive simultaneo de 1s bacteris microaerofilics deseada y slguns bacteria

shaerobia fscultativaen un zistema cerrade. . Coneste fin e puede tilizar

%



Eeali, Foserugingss, S sureus y A serpgepes entre otros.  El rapido
crecimiento de estos organismos reduce la tensidn de oxigeno, dendo asi lg
~ bportunidad pars el desarrollo de organismos microger Ofilos como & jejuni
En este sistemas, para lograr aislemientas primarios de £ jejupi se puede
emplear un medio selectivo y dividir 1a caje del medio en 2. En uno de sus
lados se siembra la muestra sospechosa y del otro lado elguna bacteria
anaerobia facultaliva que sea resistente a las concentrociones de los
antibidticos empleados en el medio. Si se quiere conservar un cultivo puro de
L jepurs se puede remplazar el medio selectivo por agar sangre, eliminando
asi 1a necesidad de seleccionar ung bacteria resistente a los antibioticos del
medio selectivo. 0Otra manera de aislar £ Jejww utilizando el mismo
principic, consite en sembrar la muestra sospechosa en el medio selectivo
deseado 4 en un medio de rutina sembrar una bacteria anaerobis faculiativa.
Karmali y Flening {27) describieron este sistema utilizando bolsas de
plastico (18 # 20 cm) con sello hermético reversibie, ung vez introducidas
ambas cajas sembradas, evacuaron el aire manualmente 1o mas posible y
sellgron 1a bolsa. Estos sutores, utilizendo un cultive puro de £ jejum),
lograren un 100% de aislamientos en este sistemas, lo cual demuestrs su
eficacia.  Este método simple y econdmico, elimina el uso de jarras de
anzerobidsis y tanques de qgas; adgmas su uso es practico para leboratorios
pequefics.  Sin embarge, no es recemendable cusndo es necesario cullivar

durante pericdos prolongados.

. Combinacidn de acero, cobre y bicarbonato de sodio (24):

En este sistems, o1 oxigeno es consumido cuando &) scero es oXidado eri

presencis del cobre. Penn'm nlahoradores (43) describieron g a ;mnﬁl



meétedo utilizando bolzas de pléstico (21x28 cm) a 1as cuales les introdujeron
dos vasos medicinales; uno conteniendo 1.5 gr de alambre acerado {grado 0)
prevismente sumergido en solucin scuosa con 2.5% de CuS04. y en otro vaso,
ung tableta de Alka Seltzer * disuelta en 10 ml de aqua. A cada bolza le
introdujeron 4 cajas y después extrajeron el sire manualmente 4 sellaran.
Esle es un siztema sencillo, econdmico y portétil. Resulte Gtil cuando es
necesario trabajar en situaciones de campo. Sin embargo, el materis)
utilizado probablemente no sea més accesible comparativamente con el
método de velobiosis; ademas pudiera ser més labarioso cuando se requirieran

ensayos repetitivos o rutinarios.

= Me Lsboratorios Miles, o
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El objetivo de este trabajo fué evaluar 3 sistemss de microaerobiosis
(principio de Foriner, velobiosis y mezcla de gases en tanque) en el

aislamiento de £ jejun/ a partir de ciegos de pollo.

Caracteristicas de Zampyiatacier jejuni

Csmpyiokecter jejuni es un agente etioldgico comun caussnte de enteritis
aguds en el hombre y animales domesticos. Es considerado una zoonosis
importante (1,8,28). Ha sido aislade frecuentemente del tracto
gastrointestinal de snimales domésticos sanos y enfermes, asi como de
animales de zooldgico y mascotas (2,3,14,32,45,51). En 1s aves lanto
domésticas como silvesires, £ jejun/ ha sido amplismente reconocide coma
habitante normal de 1a flora intestinal (2,14,18,20).

Morfologia: Es una bacteria delgade en forma de “coma” no muy marcada,
que mide 0.2 a 0.5 micras de ancho por 1.5 a 4.0 micras de largo, posee uno o
dos flagelos. Los que adoptan forma de “coma” tienen un flagelo polar dnico,
mientras gue los que lienen forma de “S” tienen flagelos bipolares, cuando se
agrupen variss bacteriss muestran formaciones espirales (19,23,25).

Su movimiento es caracteristico, €imilar al de un derde con trayectoria de
tirabuzon, 1o cuel fecilita su diegndstico cuando se ohserva en el microscopio
de campso oscuro o en el de contraste de fases (42).

Es gramnegativa y se reproduce por fisidn binaria (48).

Caracleristicas de las colonias: Porlg general, 1as colonias aparecen.s

2% 48 horas de incubacidn, Estas soh pequefias (2mm x), convexss, redondas y '




mucoides. Al principio son {ransiicidas, como pequefas gotas de agua, pero
con el tiempa se tornan de un color gris opaco. Son de consistencia untuosa.

No producen hemdlisis (7,15,25).

Reaccidn a pruebas bicguimicas: Como todas las especies de su nenera,
no fermentan ni oxidan a los carbohidratos y tampoco hidrolizan a 1a gelstina

oures. £ jeyuni produce H2S y catalasa (55).

enteritis por Compylebacter jejuni

La enteritis por £ jejum/ es una enfermedsd infeccicsa ceraterizeda por
disrrea profusa, de curso sgude generalimente, que afecla al hombre y
shimales domésticos (8).

Doyle {1981) (14), enumerd les enfermedades causadas por £ jejup/ entre
las cuales estan : aborto en ovejas, disenteria en bovinos, hepatitiz en
polles, infeccion urinaria y enteritis sgude en el hombre, monos, perros u
getos. Uncaso de meningitie fué descrito por Norrbi (40). Segdn Ya evidencis
de los dstos obtenidos en un reciente y delallado articulo sobre el géners
Cempyiobscier, Garcis y colaborsdores (14), deducen que Cammylakecter no
es un patdgenc entérico primario en grandes especies. A persar de ests,
puede ser un importsnte pstdgeno opotrtunista en cerdes, bovinos y ovinos
tratados con antibidticos, asi como privados ded suministro del cslostro o
como invasor secundario en infecciones diarreicas virales o bacterianas.
Frecuencia: Ests enfermedad ests distribuide mundisimente. Ha sido

descrita en EUA, Australis, Bélgica, Csnads, Inglaterra, Indis, Suiza, Holands,



Zaire, Sudafrics, Ruanda y México entre otros (3,6,12,14,28,35.36).  Hay
insuficiencia de datos hasta ahors para mostrar Ia incidencia estacional de
esta enfermedad sunque slqunos sutores sugieren que es mayor en veraho
{08.29,46). Las condiciones insalubres parecen favorecer la enfermedad (39).
Los paises altamente desarroliados han registrade una gran incidencis de la
enfermedad debido a sus eficientes técnices de diagndstico y & gque los
enteropatdgenos mas comunes ( Sa/menelia, Shigelisy £ cali) han disminuido
debido al control sanitario. En los paises subdesarrollades, a pesar de que ho
han sido citados tantos casos de campylobactericsis, son susceptibles o
padecer ls enfermedsd en mayor grade debido 8 lgs condiciones higignicss,
que en la mayoria de los casos afecta a hombres y mujeres, habiendo mayor
incidencia en niflos y jdvenes (49,58). &£ Jejunitambién ha side encontrado en
animales domésticos como causs de enfermedad. Los shimales jovenes son
los méas afectadaos (13,32).

£ jejunize ha encontrade como comensal en el tracto intestingl de los ovinos
y ocasionalmente ha sido causa de aborto en el ganado (12,14). En bovinos
produce tsmbien mastitis experimentsl, le bacleria puede entrar por ubre

(28). En hamster produce 1a enfermedad conocida coma "cola mojeda™ {12).

Signos clinices: £l periodo de ingubacidn varis entre los dosy cinco dise,
con un range de dos & once dias (49). Por 1o general, el primer signo que se
presenta es dolor abdominsl periumbilicel scompafiado de cefaleas {28). La
fiebre es comin aungue algunos pacientes se presentan afebriles (16). 4l
mrincipio, 1a disres se presents en forma modersds, més tarde se vuelve
profuss, acucsa y Tinsdmente hemorrigica (S7). En un trabajo efectuadn en

s canadienses, estos presentaron diarres hemorrégics enun 9308 (14). £)



vomito y 1a deshidratacion son Signos poco comunes?(29), El curso de la

enfermedad es por 10 general de 7 dias (50). La muerte ocurre solamente en' - '

individuos con deficiencias inmunologicas, enfermedades de cirrosis o mal

nutricion (47).

Diagnéstico:  Debldo a que esta esfermedad no presenta signos
patghomonicos y que por lo mismo se pudiera confundir con otras
enfermedades entéricas con cuadros clinicos similares, es necesario recurrir
31 1aboratorio para obtener un diagnostico confiabie.

Durante la fase aguda de la enfermedad, se puede obtener un diagndstico
presuntivo rapido mediante frotis directo de muestra fecal observada en el
miscroscopio de campo oscuro (42). El diagnostico puede ser confirmado
mediante el cultivo en medios selectivos (54).

Las pruebas serologicas (aglutinacion, fijacion de complemento,
inmunoflorecencia), s0lo pueden hacerse en !a fase aguda de la enfermedad y
no han tenido aplicacidn practica (23).

Tratamiento: Por lo general, los pacientes sanan espontaneamente(28).,, El
uso de protectores de mucosa (caolin y pectina) es Util (16).C Jejun/ es
altamente sensitivo a la eritremicina, furazolidona, gentamicina y
tetraciclina (12); poco sensitivo al cloranfenicol y ampicilina (48). La
eritromicina ha sido recomendada como el antibiotico mas adecuado en el
tratamiento de 1a enteritis por & se/un/(23). La gentamicina administrada
narenteralmente ha sido satisfactoria en el tratamiento de septicemia por £
Jesunl Butzler y colaboradores (8) han tratado algunos cases

sztizfactortamente con neomicina adminictrada oralmente,

-



15

El usode tetraciclinas y cloranfenicol no ha sido eficaz (28). Ademés su usc
es restingido debide @ los efectos colaterales y a la delicada administracion
en infantes. Resumiendo, la eritromicina en el hombre, es el medicamento

rn&s adecuado en el tratamiento de la enteritis por £ jajusr (6,14,16,41).

Patogenia: El organismo entra por via oral, se replica en intestine delgado y
penetra por raucose. & J&fun es una bacteria productora de citotoxinas y
endotoxings, sin embargo, la investigacion de estas toxines como factor
virulento no ha tenide mucho gxito (23,25,27). Es reconocido por muchos
investigadores que la invasivided es el mecanismo més importante en la
patogenia de £ jejuni(1,6,12,14).

Aspeclos epidemiolégicos: Las aves hen.cido encontradas como los
principales reservorios naturales del germen (2,5,14,18,20,33 ). Es probshle
que se debs a que 1a temperatura de estos animales ses adecuads para el
crecimiento de esta bacteris (20,28).  Butzler {8) hs reproducido
experimentalmente la enfermedad en pollos alimentasdos con £ jejun/ a
partir de aisiamientos humanos. Shmibert (48) sugirié que el contacto de la
defecacidn de las aves con el ganado ovine puede criginar brotes de aborta. Es
posible pensar que un mecanismosimilar suceda en la infeccion de otros
animales como bovinos, perros y gatos.

Parson y colaboradores (49) sugirieron gue los péjaros silvestres pueden
contaminar faciimente el agua con sus defecacienes.

La leche también ha sido reconocida como unea fuente de infeccidn. Kingden
(28) ha implicd s 1a leche en brotes severos de campylebacteriosis, uno de los

cusles afectd 3 més de dos mil personas.



La ingestion de alimentos contaminados con £ je/tn/ principalmente pollo o
leche, constituyen 1s mayor fuente de infeccion en humanos; una pequefia
proporcién es probable que ocurra por el contacto estrecho con animales
domésticos 2,5,18,30,31,44). En muy pocas ocasiones ocurre el contagio
directo de persona a persona. Es probable que ocurra por sclividad
sexual-anal-genital-oral (35). '
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MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras.

Todas las muestras utilizadas en este trabajo, fueron obtenidas del contenido
cecal de cincuenta ciegos de pollo procedentes de un centro de distribucidn.
Estas aves fueron seleccionadas porque £ jejup7 pertenece & su flora
normal(44). £l propdsito de usar este tipo de ruestras en vez de un cullivo
puro de & j’ej{zm’ Tué el de proporcionar una aplicacidn practics para los
casos clinicos en que es necesario recurrir al diagndstico de laboratorio. Cada
ciego fué transportade en refrigeracidn al laboratorio en una bolse de

pléstico marcada con el nimero de muestra.

Medio de cultivo.
El medio selective usado en esie trabajo fué Butzler con 7 unidede:s de
colistina (Bu?).

Las cantidades necesarias para 100 mi son:

agar-agar 3.00 ar.
tiogiicolato 296 gr. :
bacitrscing 12,500 ui.
colistina <. 700 ui.
cefalotina 1.50 mg.
novobiocina S0 - mg
ciclohexramida 5.00 maq.

aque destileda 100 ml.
sangre 5-10 p:4

* Debido &l alto costo Y & 1a poca Mispombilided de 1a baciiracing en nUESLIo pavs, hubo 1a necesidad

de suprimivls eneste trabaio,
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Iina vez obtenido el medio, cada caja fue marcada con cuatro divisiones; a
cagda una de las cuales, se le marcd con el nimero de muestra correspondiente

Principio de Fortn'er

(
!

™
N

Yelobiosis

—
A'\J/

N

[
\

/

-

|

« Mezcla de gases en tanque

N

WN
\-b M/")



Las muestras cecales fueron obienidas cortando 1os ciegos con tijeras
gstériles e introduciendo hisopos también estériles para extraer el contenido
intestinal. Se utilizaron cincuenta hisopos, uno pars cada muestra. Una vez
semmbrada la muestra con el hisope, se reslizé la técnice para aislamiento en

cultivo puro mediante el asa microbiolégica.




Incubacion.

Una vez sembradas las cajas, se sometieron a los siguientes sistemas de

microserobiosis:

1.- E) primer grupo de muestras fué sometido & la técnica de microaerobiosis
del principio de Fortner { descrito en el capitulo de introduccion ).  El total
de cajas utilizadas para sembrar las muestras en este grupo fué de trece;
igual ndmero de cajas fué utilizado para sembrar £ ca/7 en el medio de TSA.

Posteriormente, todas las cajas se introdujeron en un recipiente el cual se
sellé herméticamente con veselina, de tal forma gue por cada caja sembrada

con Ya muestra, se incubd una caje sembrada con £ co/i

2.~ En el sequndo grupo, la técnica utilizada fué velobiosis. Se introdujeron
las trece cajas sembradas con las muestras en una jarra para anserobiosis,

utilizando una vels y aprovechando el cierre hermético de la jarra.

Z.- Por dltimo en el tercer grupo, se utilizé 1a mezcla de gases en tanque. La
concentracidn requerida de C02, fué proporcionada mediante la evacuacidn
del 95% del sire contenido en una jarra de torval para anaerobicsis,
sustituyendo posteriormente este porcentaje mediante la mezcla de gases
contenida en un tanque con B0 de N2, 10% de CO2y 10% de H2; Jogrando asi
obtener una atmosfera aproximada dentro de la jarra de 76% de N2, 9.50 de
€02, 9.50 de HZ y 5% de 02.

Todas las cajes sembrades y mantenidas bajo los diferentes sistemas se

incubaron & 422C durante 46 horas.



Parametros de evaluacian.

Loz perémetros ulilizedos para la evaluacién y comparscién- de las tres
técnicas de microzerobiosis fueron los siguientes:
!

0

fratis de identificacidn

-~

22 conteo de colonias de £ jgiunr

T

72 {amafio de las colonias de £ jgju

42 conteo de colonias contaminantes
Identificacion del germen (frotis).

Transourrides 48 horas de incubscion, les coloniss de Compmebscier fusron

de Campylatscesr A los resultades. ablenido

interpretscion -

a no 32 logré identificar a £ Jejuni

Vo U8 GiT1ci] identificsr a &2 jejund ya que el frotis se encontrd

“muy.contaminado

& 3 g plertos rmicroargenismos contaminsntes

- '
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Conteo de colonias de £ jejuni

Una vez identificadas las colonias de Zsmpy/obscier, se procedid a contarlas
tomando en cuenta la estriz en donde se encontraron, por ejemplo 32/4
(tercera estria, cuatro coloniss).

La interpretacidn gue se utilizé para el conteo de colonias fué la siguiente:
0 sin crecimiento de colonias de £ jajun/

1 crecimiento escasg, >3 colonias en 1a pri-

mera estria

A ]

crecimiento moderado,> 3 colonias en la

segunda estria

3 crecimientio abundante, » 3 colonias en

la tercera estria.

Tamaiio de las colonias de L. fejuni.

El tamafio de las colonias de £ jejun fué también tomado en cuenta como
parémetro de compareacidn en los tres sistemas de microeerobiosis, ya que el

didmetro de las colonias de £ jejun/ varia de .5 mm a S mm con un promedio
de 2mm (7,25), se dié 1a siquiente interpretacidn:

1 ccloniss muy pequefias apros. .5 - 1mm %

+D

colanias pequefas aproz 1 - 2mm

colonias medianas aprog 3 -9 mm

A



Conteo de colonias contaminantes.
El gradn de contaminacidn fué determinade mediante la cuantificacion del
nimero de colonias contaminantes que crecieron en cada muestra, la

interpretacion a los datos cbtenidos fué 1a siguiente:

0 sin crecimiento de colonias contaminantes
i » 3 colonias en 1a primera estria
2 > 3 colonias en a segunda estria
3 > 3 colonias en la tercera estria

Una vez identificados todos los casos positivos, se delermind en cada
muestira si fué positiva en las tres técnias, en dos, 0 eh una en particular. La
interpretacion utilizada para estos resultados fué 1a siguiente:
0 1a muestra no resulid positiva en ninguna
técnica.

positiva unicamenie en el principio de Fortner

v positiva unicamente en velobiosis

T positiva unicamente en mezcla de gases en
tanque '

FT positiva en Fortner y tanque

FV posit?va’ en Fortner y velobiosis

vT positiva en velobiosis y tanque

FVT positiva en Fortner velobiosis y tanque

Analisis de los datos..

Para realizar el andlisis

(=%
(4]

¢ 103 datos obtenidos se utilizé Ja pruebs X2 (52).
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RESULTADOS

E1 86% {(43) de 103 cincuenta ciegos de pollo muestreados, resulto positive a
+ £ jejupipor 1o menos en una de las tres técnicas probadas. De esta cantidad,
el nimero de posilivos que correspondié para cada una de las técnices

empleadas fué;

No. de positivos técnicas de microaerobiosis
F = Fortner ¥V =velobiosis T = tanque
0 -FT
2 F
2 Fv
6 T
B \'s
12 vT
13 FVT
43 total

La técnica que mostré mayor porcentaje de aislamientos de & jesww/ fué la
de velobinsis con un 70%; en 1a mezcla de gases en tangue, se obtuvo un 678 y
en el principio de Fortner solo se logré un 36%. Aunque al parecer, el principio
de Fortner fuéyla técnica con un menor porcentaje de aislamientos, las
diferencigs entre las tres técnicas no fueron significativas (X2=5.89,
g1=2,p>0.05).

Por tg general, la identificacién de £ jejun/ en el microscopio de campo
pscuro se logré facilmente en las tres técnicas probadas. Sin embargo, en
promedio, £ jejuni se togré observar més claramente en los cultives sujetos
3 !g técnica de velobiosis .

Conel fin de determinst el qrade de crecimiento de & jajuni se establecier_qn :

valores numéricos para su interprelscion dependiendo de 1o estria haste



donde Hego el crecimiento de lss colonias { ver material y mélodes ),
clasificandose asi en crecimiento escase, moderado y sbundante {tabla 2). El
porcentaje gue correspondié al crecimiente abundante de £ jejusipara cada

técnica fué : velobiesis E5&, tangue 648 y Fortner 29%.

La técnica que mostrd mayor centided de crecimiento abundante de £ jejum
fué la de velobiosis, sin embargo, las diferencias no fueron significativas
(%2=5.49, gi=2, p» 0.05).

La tabla 2, myestra los resultades obtenidos en el tamafio de lss colonias de
£ jejunt Las colonias més grandes fueron obirenidas enle mezclz de gases
en tanque. En promedio, el tamafio de Tas colonias de £ jgjunien la Lécnica de
velobiosis fué ligeramente mayor que en el principio de Fortner.

El promedio de la cantidad de colonias contaminanties crecidas en cads
técnica, se muestrs en la tsbls 2. Lo técnica gque obluvo un rmayor
crecimiento de colonias conteminantes fue velobicsis logrendo  un
crecimiento hacla s segunda estris promedic. La técnica que mostré un

menor grado de contaminacion fué la de mezcla de gases en tanque.
Resumiendo los resultados.

1. o) 66X de las muestras fueron positivas a £ jejun/ por 1o menos en una de

las ires 1écnices de microzerobiesis { Fortner, velobicosis y tangue).

1

de este G6T, solemente un 308 de aistamientos de £ jgfuy coincidid en
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L

el mayar porcentaje de aislamientas de £ g7z ncurrid en la técnica de

velobiosis

13 diferencia que hubo entre el porcentaje de aislamientos de £ jejuns
obienido en el principio de Fartner y los otros dos sistemas probados fué

rmarcada, pero no estadisticamente significative

las técnicas de velobiosis y tanque, mostraron en promedio un
crecimiento sbundante de £ jejumi, por el contrario, en el principio de

Fortner, el crecimiento de £ Jgjunifué en promedio escaso.

las colonias aisiadas de £ j&juwimés grandes se encontraron en mezcla

de gases en tsnque; las mas pequeias en el principio de Fortner.

el crecimiento de colonias contaminantes fué més numercso en la técnica

de velobiosis. .
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Tabla t.
Porcentaje de aislamiento de Campylobacter jejuni logrado en las tres
técnicas de microserabiosis: principic de Fortner, velobiosis y tangue.

n = nimero de muestras logradas
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Tabla 2:  Resultados obtenidos en las tres trécnicas de microaerobiosis

(Forter, velobiosis y tanque) en los parémetros de: grado de crecimiento de

L. Jajuni, tamafio de sus colonias y grado de contaminacién.

TECNICAS CASOS CRECIMIENTO INTERPRETADO
DE POSITIVOS EN GRADOS NUMERICOS
MICROAEROBIOSIS b 4 A* B c
FORTNER 36 1.96 205 1.8
YELOBIOSIS 70 2.80 208 21
. TANQUE 67 254 232 1.6

* A Promedio del crecimiento alcanzado por £ jejun .

1 »3colonias en | estria.
2 3 colonias en i1 estria,
3 >3 colonias en (1l estria.

B Promedio del tamailo de las colonias de £ jejuni:

2 mm.

1
2 =2mm.
3

»3 mm.

C Promedio del crecimiento alcanzado por 1as colonias contaminantes:
1 >3 colonias en ! estria.
2 >3 colonias en I estria.

3 >3 colonias en Il estria.




29 ESTA TESIS #9 DEpE

Sall} BE 14 Disii0TECA

DISCUSION

Muchos investigadores, utilizando cultivos puros de Clampylabscler jejun,
han demostrado que su crecimiento dptimo ocurre en una concentracion
atmosférica de 58 02 y 10% CO02 (B8,14,22). Sin embargo, pocos articulos
comparan la atmosfera necesaria para lograr aislamientos primarios de £
Jejunia partir de contenido intestinal (55).

El hecho de que lampylatecter jejunino se haya podido aislar en la misma
proporcion en las tres tecnicas de microaerobiosis utilizadas, presupone que
estas suministran diferentes concentraciones atmosféricas.

Yarios sutores, sostienen que el mejor método para aislar £ jejun/ es
utilizar 1a mezcla de gases en tanque (23,25). A pesar de que en este estudio,
la técnica de velobiosis obtuvo el porcentaje mas alto en el aislamiento de £
Jejupi, la técnica de mezcla de gases en tanque mostré una menor
contaminacidn y un crecimiento de colonias de mayor tamafio que en los otros
dos metodos probades. Tal vez el bajo porcentaje de aislamientos en este
caso se deba a que no se controlo con precision la cantidad de oxigeno, ya que
la mezcla no contenia este elemento. Por otre lado, en la técnica de
velobiosis es probable que no se heya logrado un 1008 de aislamientos por el
crecimiento de coelonias contaminantes.

Los resultados alcanzaedos en el principio de Fortner fueron muy pobres en
relacién a las técnicas de velobiosis Y mezcla de gases en tanque. Dentro del
grupo de muestras gue se utilizd en este método, se perdieron tres por
congelamiento, pero esge hecho no explica el bajo parcentaje de aislamiento
de £ jejumilogrado en este sictema. Mo obstante que la bacteria (£cali,

utilizada en este método pare logrer le reduccidn de oxigena logro crecer
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abundantemente, el desarrollo de £ jejun/se mostro en promedio escaso. ES
probable que se deba a que el crecimiento de £ jg/unrocurrié mas tentamente
en este sistema que en las olras dos técnicas. Tal vez se pudieran obtener
mejores resultados combinando el principio de Fortner con la técnica de
velobiosis, pero esta es solo una hipotesis que probablemente requiera una
futura investigacion. Sin embargo, el hecho de haber podido lograr
aislaminetos primarios de £ jejun/ demuestra que si bien el principio de
Fortner no es el dptimo, si logra proporcionar las condiciones atmosféricas
suficientes para su crecimiento.

En resumen, 1a técnica de velobiosis empleada para crear las condiciones
atmosféricas necesarias en el aislamiento primario de Campy/atscter jejun
a partir de ciegos de pollo, resultd ser 1a mas adecuada en este trabajo. La
técnica de mezcla de gases en tanque también rsulté ser eficaz, sin embargo,
hay que considerar que esta técnica implica un costo inicial y disponibilidad
de espacio, caracteristicas que no se adecuan fécilmente en laboratorios
pequeiios o con escasa disponibilidad de equipo.

Este trabajo concluye en que en México, alin cuando los recursos son cada vez

menores, no es necesario recurrir a técnicaes sofisticadas de microaerobiosis.
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