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RESUMEN

Campylobacter es una causa frecuente de diarrea
bacteriana en todo el mundo, siendo las especies
termotolerantes, como C. jejuni, C.coli y C. lari las
mas asociadas a esta patologia. Los animales
domésticos juegan un papel importante en la
transmision de estos microorganismos. Con la finalidad
de recuperar especies del género Campylobacter de
nifios expuestos o no a los reservorios naturales del
agente, se evaluaron un medio de cultivo (Preston
modificado), la técnica de filtracion y diferentes
temperaturas de incubacion. Se analizaron un total de
65 muestras de nifios y adolescentes de la Escuela
Granja Infantil del Estado Mérida, Venezuela, de los
cuales 34 tenian contacto con los reservorios (grupo
experimental) y 31 trabajaban en la agricultura (grupo
control). Para la recuperacion de Campylobacter sp.
se utiliz6 el medio sin sangre Preston modificado, con
cefoperazona 32 mg/L (CFP) incubado a42° C (M), sin
CFP con membrana de papel de filtro (0,45 nm) incubado
uno a 42° C (M,) y el otro a 37° C (M,), todos los
medios se incubaron en atmoésfera microaerofilica
(frasco con vela). En el grupo experimental no se aislo
Campylobacter, a pesar de estar en contacto con los
reservorios naturales. En el grupo control sélo se aislo
C. jejuni subsp. jejuni 'y C. concisus, la primera especie
en el medio M, como era de esperarse y C. concisus
(especie no termotolerante) en las tres condiciones de
cultivo, con desarrollo abundante en el M,. Estos
resultados nos permiten en primer lugar, sugerir la técnica
de filtracion como una alternativa para la biisqueda de
otras especies de campilobacterias no termotolerantes,
que también podrian estar asociadas al problema
diarreico. En segundo lugar, sugerir el consumo de agua
no tratada y productos de origen avicola (visceras de
pollo) como fuentes de infeccion en el grupo control, en
los cuales la respuesta inmune parece jugar un papel
importante en la prevencion de la diarrea.

ABSTRACT

Campylobacter is a frequent cause of bacterial
diarrhea throughout the world. Species, which are
thermo tolerant such as C. jejuni subspecies jejuni, C.
coli and C. lari are the ones most associated with this
pathology. Domestic animals play an important role in
the transmission of these microorganisms. In order to
recover species of the genus Campylobacter in
children exposed or not to the natural reserve of the
agent, a medium of the culture (modified Preston), the
filtration technique and different temperature of
incubation were evaluated. In Venezuela, sixty-five
fecal samples from children and adolescents from the
Meérida State Children’s Farm were analyzed. Ofthese,
34 had contact with the reserve (experimental group)
and 31 worked in agriculture (control group). To
recuperate the Campylobacter sp., amodified Preston
blood-free medium was used with cefoperazona 32 mg/
L (CFP) incubated at 42°C (M, ) and without CFP with a
paper membrane filter (0.45nm), one incubated at 42°C
(M,) and the other at 37°C (M,). All mediums were
incubated in a microaerophilic atmosphere (jar with
candle). In the experimental group, Campylobacter
was not isolated even though it was in contact with
the natural reserve. In the control group, only C. jejuni
subspecies jejuni and C. concisus, the first species in
the M, medium were isolated, as was to be expected
and C. consisus (the non thermo tolerant species) in
the three conditions of culture with abundant
development in M,. These results allow us first, to
suggest the filtration technique as an alternative for
finding other species in non thermo tolerant
campylobacterias associated with diarrhea problems.
In second place, we suggest that the consumption of
non-treated water and poultry products (chicken
organs) are a source of infection in the control group
in which the immune response seems to play and
important role in the prevention of diarrhea.
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INTRODUCCION

Campylobacter es uno de los agentes etiologicos
de enteritis mas importante en todo el mundo,
encontrandose las siguientes especies mas asociadas
a esta patologia: C. jejuni subespecie jejuni'y C. coli
(Taylor y c0ls.1989; Endtz y cols.1991, Figura y
cols.1993, Urrestarazu y cols.1999, Maltezou y cols.
2001, Velasco y col. 2001, Coker y cols. 2002). La
frecuencia de participacion de otras especies en la
enfermedad diarreica como C. lari, C. jejuni subespecie
doylei, C. hyointestinalis, C. mucosalis, C. concisus
y C. upsaliensis es muy variable (Edmons y cols. 1987,
Simor y col. 1987, Patton y cols. 1989, Torres y cols.
2001). Sin embargo, la incidencia real de enteritis por
esta bacteria no se conoce por diferentes razones:
muchos laboratorios clinicos no investigan el agente
o lametodologia empleada solo permite la recuperacion
de las especies mas conocidas (Hernandez 1993).

En cuanto a los reservorios naturales del género
Campylobacter, los animales domésticos como las aves
de corral, cerdos y gatos, se consideran los reservorios
mas importantes de C. jejuni, C. coli 'y C. upsaliensis,
respectivamente. También se ha descrito el aislamiento
de las dos primeras especies en animales salvajes como
las gaviotas. Asimismo, existen reportes sobre la
recuperacion del agente en animales enfermos, que al
entrar en contacto con el hombre, jugaran también papel
importante en las infecciones humanas (Karmali y cols.
1983, Jones y cols 1992, Burnens y Nicolet 1992).

Diversos investigadores han reportado el
aislamiento de Campylobacter en personas sanas,
empleando medios de cultivo y condiciones de
incubacion que garantizan la recuperacion de las especies
mas involucradas en procesos infecciosos (Grados y cols.
1989, Urrestarazu y cols. 1999, Vizcayay col. 1999, Velasco
ycol.,2001).

En vista de que el hombre también puede jugar un
papel importante en la transmision de las enfermedades
ocasionadas por las especies del género Campylobacter,
seria interesante conocer con que frecuencia otras especies
pueden ser adquiridas en forma accidental por el humano
y de esa manera convertirse en una fuente potencial de
infeccion. Motivo por el cual, el presente trabajo tiene como
finalidad evaluar un medio de cultivo (Preston modificado),
la técnica de filtracion y diferentes temperaturas de
incubacion que permita la recuperacion del mayor nimero
de especies convencionales o no del género, en personas
que tienen contacto con los reservorios naturales.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién y Muestra:

Se estudié un total de 65 muestras de heces de
nifios y adolescentes de la Escuela Granja Infantil de
San Jacinto en el Estado Mérida, Venezuela, durante
los meses de Octubre y Noviembre de 1995, que no
habian sufrido diarrea ni recibido terapia antimicrobiana
2 semanas antes de la toma de muestra; de éstas 34
correspondieron a nifios que trabajaban con animales
como: aves de corral, cerdos, vacas y conejos. Las 31
muestras restantes pertenecientes al grupo control,
correspondieron a nifios que trabajaban con plantas.
A cada paciente se le elabor6d una ficha para la
recopilacion de datos epidemiologicos.

Estudio Microbiolédgico:

- Coleccion de la Muestra: La muestra de heces de
reciente emision se colectaron y se transportaron en
envases adecuados y se procesaron en un lapso no
mayor de 1 hora.

- Examen Directo: Se realiz6 un examen en fresco
utilizando solucion salina fisioldgica (SSF) y un frotis
coloreado con Gram (Koneman y col., 1997).

+ Medios de Cultive Utilizados: Agar Preston
modificado sin sangre (Oxoid) con 32 mg/L de
cefoperazona (M) y sin cefoperazona (M, y M,).

* Procedimiento: La muestra de heces se sembro
en el medio M, por agotamiento (Konemanyy col., 1997).
Enlos medios M, y M, la muestra se sembr6 mediante
la técnica de filtracion como sigue: se les coloco una
membrana de papel filtro de poro 0,45 nm sobre el agar,
previamente se prepard una suspension de la materia
fecal en SSF; utilizando una pipeta Pasteur se
inocularon 6-8 gotas de esta suspension sobre el filtro
colocado en las placas y después de 30-60 minutos se
retir6 el mismo. Los medios M, y M, se incubaron a 42
°C y el M, a 37 °C durante 48 horas en atmosfera
microarofilica empleando el frasco caramelero con vela
(Velasco y Vizcaya, 1992). Las muestras se revisaron
diariamente por un lapso de 7 dias. Y como cepa de
referencia se utilizé C. jejuni subsp. jejuni 8006094
(Instituto Pasteur-BioMérieux Lyon, Francia).

- Identificacion: A las colonias sugestivas se les
realiz6 un frotis coloreado al Gram que permiti6 observar
la presencia de los bacilos curvos, asi como la prueba
de la oxidasa. La identificacion de las especies se realizd
basandose en las siguientes pruebas fisiologicas:
Catalasa, hidrolisis del hipurato, reduccion de nitratos,
produccion de H_S, susceptibilidad al dcido nalidixico
(30pg), cefalotina (30pg) y crecimiento en NaCl 3,5 %.
Para evaluar el crecimiento bacteriano se tomo en
cuenta el criterio descrito por Finegold y Baron (1989).
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 65 muestras de heces de
niflos y adolescentes, de los cuales 34 estuvieron
expuestos al contacto con animales. Con las siguientes
caracteristicas: todos estaban internos en la institucion,
género masculino y con edades comprendidas entre
los 9 y 17 afios de edad; de los cuales 34 estuvieron
expuestos al contacto con animales.

Como factores de riesgo en el grupo de estudio se
encontraron: el consumo de agua no tratada, la ingesta
de alimentos en los que figuraron: visceras de pollo y
ganado vacuno, vegetales, frutas y otros (Tabla 1).

Tabla 1. Factores de riesgo para Campylobacter
en la poblacion estudiada

Contacto Contacto Consumo Ingestade Edad Sexo

con con de agua** alimentos (afios)
animales* abono N° % bl
Grupo
experi- # 0 29 85,2 # 1417 M
mental
Grupo 0 31 30 96,7 31 9-17 M

control
*gallinas, ** no tratadas, *** visceras de pollo, ganado vacuno, vegetales.

De las 65 muestras fecales procesadas, en dos
adolescentes se aislo Campylobacter sp. (3,07 %),
correspondiendo estos al grupo control (Tabla 2)

Tabla 2. Frecuencia de Campylobacter sp. aislado
del grupo experimental y control

N° especies aisladas %
Grupo experimental (N° 34) 0 0
Grupo control (N° 31) 2 645
Total 2 3,07

Una de las cepas aisladas se identifico como C.
Jejuni subsp. jejuni por su crecimiento en el medio M
incubado a 42°C en cantidad moderada, hidrélisis del
hipurato positivo y resistencia al acido nalidixico. C.
concisus se recupero a partir de los 3 medios (M, M,
y M,), obteniéndose crecimiento escaso en los dos
primeros, mientras que en el M, fue abundante (Tabla
3), confirmando la especie de acuerdo a la produccion
abundante de H_ S, catalasa negativa y resistencia a la
cefalotina y acido nalidixico.

Tabla 3. Especies de Campylobacter sp.
recuperadas en los medios y métodos utilizados.

Especie Medios y Métodos
M 1 M 2 M 3
C. jejinisubespecie jejuni ++
C. concisus + + +++

Crecimiento: escaso (+), moderado (+ +), abundante (+ ++). M, con
antibiético (42°C)

M,: sin antibictico (42°C) Método de filtracién. M,: sin antibiético (37°C) Método de
filtracion

DISCUSION Y CONCLUSION

Aunque C. jejuni es un enteropatogeno frecuente
en casos de diarreas en nifios en los paises en desarrollo,
todavia no se conoce bien su via de transmision.
Recientemente, se ha despertado un gran interés por
identificar los factores de riesgo y asi implementar
medidas de control efectivas (Grados y cols. 1.989). En
el presente estudio, se observo que los factores de
riesgo a los que estuvieron expuestos la poblacion
estudiada fueron similares a los reportados por Stern
(1.992) y Murgay cols. (1.993).

De las 65 muestras procesadas, el 3,07 % fueron
positivas para Campylobacter sp., cifra considerada
baja en relacion a lo reportado por Blaser y cols. (1.980).
Esto pudo deberse, por una parte al hecho de haberse
procesado una sola muestra, por otra parte el no haberse
utilizado medios de enriquecimiento que favorecieran la
recuperacion de Campylobacter en este tipo de paciente
(Taylory cols. 1.991), ya que la literatura refiere que la
carga bacteriana en los portadores asintomaticos
generalmente es baja (Velasco y col., 2001). Ademas, es
importante mencionar el poco contacto que estos nifios
tuvieron en la Institucion con los reservorios naturales
y con las fuentes de infeccion para el momento de
realizar el estudio, por cuanto ellos recientemente habian
terminado el periodo vacacional. Sin embargo, a pesar
de estas limitaciones esta cifra se encuentra entre el
rango reportado por otros autores, que indican valores
del 2% en Trinidad y 4 % en México (Hull y cols. 1982;
Olarte y cols. 1983).

Un hallazgo importante en el presente trabajo fue la
recuperacion de este microorganismo a partir de nifios
y adolescentes del grupo control. Al evaluar los factores
de riesgo implicados en la transmision de la infeccion,
Blaser y cols. (1980) indican que las infecciones
asintomaticas pueden ocurrir por contacto con los
reservorios o vehiculos implicados en la transmision,
se sugiere que los nifios y adolescentes durante el
periodo vacacional hallan tenido contactos previos con
los reservorios naturales en el hogar, o que ocurriera
una transmision por contacto directo entre los miembros
de la familia infectados como lo indica el estudio de
Shmilovitz y cols. (1982), también pudo haber ocurrido
que el abono utilizado en las plantas preparado con
estiércol de los animales criados en la Institucion,
pudieran estar contaminados con Campylobacter. En
tal sentido, Grados y cols (1989) sefialan que el estar en
contacto con las heces de pollos infectados con este
microorganismo representa un factor principal en la
transmision de Campylobacter. Se podria pensar que
el agua y el tipo de alimentos consumidos representd
una via de transmision, a pesar de que ambos grupos
consumian dentro de la Institucion los mismos
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alimentos, en este caso pareciera jugar papel importante
la dosis infectante y la respuesta inmune del huésped.
Al respecto, Simor y col. (1.987) reportaron que la
ingestion a través de alimentos de 10° microorganismos
en un paciente voluntario le produjo la enfermedad en
tres dias. Asimismo, se ha indicado que las infecciones
entéricas por C. jejuni son comunes en Bangladesh,
siendo a menudo asintomaticas y la sintomatologia
depende de la respuesta inmune del paciente (Glass y
cols. 1983). Las infecciones asintomaticas resultan del
desarrollo de anticuerpos especificos del tipo
Inmunoglobulina A (Ig A), cuyos niveles aumentan con
laedad (Torres y cols. 1993). Estos estudios demuestran
claramente que la expresion de la enfermedad esta
influenciada por la inmunidad preexistente, la presencia
de las infecciones asintomaticas por este
microorganismo sugieren que en el huésped inmune las
especies de Campylobacter no son patdgenas y pueden
excretarlo en periodos cortos o bien en poca cantidad.
De aqui, que tanto las caracteristicas de la cepa como la
respuesta del huésped juegan papel importante en las
diferentes manifestaciones clinicas y epidemiologicas
de las infecciones por este microorganismo en los paises
desarrollados y subdesarrollados.

Con respecto a las especies recuperadas, se sabe
que C. jejuni subespecie jejuni esuna de las principales
causa de cuadros diarreicos agudos en el humano y su
crecimiento optimo se logra en medios de cultivos que
contengan antibiotico e incubado a temperaturas de
42° C (Bolton y cols. 1984, Karmali y cols. 1986). De
hecho, de las dos cepas aisladas en este estudio, una
correspondid a esta especie, recuperada solo por la
metodologia estandarizada, llamando la atencion que
por la técnica de filtracion incubada a 42° C no fue posible
su obtencion; este resultado es similar a lo reportado
por Goossens y cols. (1986) quienes indican que esta
técnica es muy sensible y los cultivos negativos
obtenidos con el método de filtracidn se asociaron con
el crecimiento limitado en el medio selectivo, indicando
que esta metodologia puede no detectar un numero
pequefio de campilobacterias en las heces.

Es importante destacar que el objetivo del presente
estudio fue evaluar un medio de cultivo (Preston
modificado), la técnica de filtracion y diferentes
temperaturas de incubacion para tratar de recuperar el
mayor nimero de especies de Campylobacter. En este
sentido, la recuperacion de C. concisus es un aporte
alcanzado en este trabajo ya que es poca la informacion
que se tiene de esta especie como agente etioldgico de
diarrea, asi como el de ser aislada de personas sanas.
En la bibliografia consultada se reporta su aislamiento a
partir de muestras periodentales, sin embargo Lauwers
y cols. (1991) y Engbergy cols. (2000) reportaron que
C. concisus fue aislada tanto de pacientes con diarrea

como de pacientes sanos. Este hecho representa en el
humano una fuente potencial de transmisioén en la
enfermedad diarreica y de aqui la importancia de tener
presente esta nueva especie.

La recuperacion de C. concisus se obtuvo de las
tres condiciones de cultivo (medio Preston modificado,
técnica de filtracion y diferentes temperaturas) y el hecho
de que estos fueron usados para favorecer la
recuperacion de las especies de este género permitio en
gran medida su desarrollo. Lopezy cols. (1998) indicaron
que la combinacion de un medio selectivo con el método
de filtracion incrementa el porcentaje de aislamiento de
cepas de Campylobacter hastaen un 14,1 %. C. concisus
se aislo en forma abundante a 37° C por el método de
filtracion, siendo este resultado similar a los hallazgos
de diversos investigadores (Goossens y cols. 1992,
Albert y cols. 1992, Engberg y cols. 2000), indicando
que esta especie necesita 37° C y mas de 4 dias de
incubacion para observar su crecimiento, mientras que
a42°C es escaso o no crece. De alli que se debe adicionar
la técnica de filtracion de rutina en el laboratorio para el
aislamiento de campilobacterias, asi como en areas
donde las cepas de Campylobacter catalasa negativa o
débil puedan tener significancia epidemiologica (Lopez
y cols. 1998).
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