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EXCMO. SR. PRESIDENTE,
EXcMOS. E ILMOS. SRS. ACADEMICOS,
SENORAS Y SENORES:

LA VIDA HUMANA esta llena de momentos transcendentes, unas veces como consecuencia del
propio interés y esfuerzo personal para alcanzar la meta propuesta y otras, por el contrario,
aparecen sin pretenderlo ni merecerlo, por la bondad de la suerte o de los hombres. Hoy es para
mi uno de estos momentos significativos, ante la benevolencia de esta docta y digna
Corporacién, cargada de historia y alto magisterio, que me abre sus puertas y me acoge en su
seno. Bien sé que no es por méritos propios, sino por vuestra indulgencia al juzgarme y vuestra
generosidad al aceptarme.

Es por ello justo que, con emociéon y afecto, exprese mi agradecimiento a todos ustedes,
Sefiores Académicos de la Real Academia de Medicina de la Comunidad Valenciana por
haberme otorgado este alto honor que para mi supone el formar parte de ella y poder participar
en sus actividades. Soy consciente de la alta responsabilidad adquirida en este instante, y creo
que la mejor manera de mostrar mi gratitud por vuestra gentileza, es prometeros desde ahora
mismo mi total entrega para colaborar en las tareas corporativas, a cuyo fin no regatearé
esfuerzo alguno. Estoy seguro que la preocupacién que me produce esta responsabilidad se vera
compensada, con creces, por la oportunidad que tendré de recibir vuestras sabias ensefianzas.
Espero no defraudarles, y, con el tiempo, hacerme merecedor de este extraordinario e
inmerecido privilegio junto con la confianza en mi depositada.

Pero permitanme que este agradecimiento lo sea de manera muy especial para aquellos que
apoyaron mi candidatura y se pronunciaron favorablemente a mi ingreso, y muy especialmente
a los Tlustrisimos Académicos Profesores, D. Juan Brines Solanes, D. Juan Esplugues Requena
y D. Agustin Llopis Gonzalez, quienes tuvieron la gentileza de proponer mi nombre.

Creo que también es justo y oportuno en este momento agradecer a Luisa, mi esposa, su
inestimable apoyo y comprension, su aliento y consideracién durante todos estos afios dedicados
al estudio y al trabajo, ademas de haber envuelto mi hogar del amor y paz necesarios para
nuestra convivencia familiar. Deseo expresar también unas palabras de carifio a mis hijos
Gracia, Javier y Beatriz.



No hay duda que una de las consideraciones que mas me emocionan en este momento,
hondamente, es pensar que voy a pertenecer a la misma Corporacién de la que forma parte el
Ilmo. Prof. Dr. D. Enrique Hernandez Giménez al cual, mas que intimos lazos familiares, me
une una relacién casi paternal, y a cuyo ejemplo debo mi vocacién inicial como farmacéutico, y
posteriormente como microbidlogo, cientifico y docente universitario. Durante los muchos afios
que llevamos compartiendo juntos tareas universitarias, él, ademas de con las palabras me ha
ensefiado con el ejemplo, como lo hacen los verdaderos maestros. El Prof. Hernandez Giménez,
a la vez que un magnifico docente y un cientifico admirable, es un “caballero universitario”. Asi
lo definié el Magfco. y Excmo. Rector de la Universidad Politécnica de Valencia D. Justo Nieto
en el prélogo del libro homenaje que le dedicé su Universidad. De su brazo, del brazo de un
hombre excepcional en lo humano y en lo profesional, inteligente y afectivo, me enorgullece
hacer la entrada en esta Ilustre y Real Academia.

Antes de pasar a mi reglamentario discurso de recepcién, debo cumplir el deber, no menos
preceptivo, de glosar la personalidad de mi antecesor en el sillon de la Academia al que me
destinais. Vengo, sefiores académicos, a ocupar el sillon que dejé vacante el Ilmo. Sr. D. Agustin
Llopis Mari, uno de los farmacéuticos mas brillantes, sin duda, de la Farmacia valenciana del
pasado siglo.

Mi primer contacto con D. Agustin fue a través de sus hijos, Agustin y Juan, amigos y
companeros de vicisitudes en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, y
actualmente profesores de las Facultades de Farmacia de Valencia y Granada,
respectivamente. A él, personalmente lo conoci, y no sin cierto temor, cuando en 1975, y
ejerciendo su labor de Inspector Provincial de Farmacia vino a realizar el Acta de Apertura de
mi Oficina de Farmacia en Valencia. Hacia apenas tres meses que habia ingresado en esta Real
Academia con un discurso sobre “La Hidrogeologia y las aguas de abastecimiento de Valencia”.

D. Agustin nacié en Cullera, tierra luminosa y marinera, y desde siempre sintié la llamada
del agua y el grito de la tierra surcada por su Jucar. En su discurso de recepcién presento,
desde una clara perspectiva farmacéutica, un completo estudio hidrogeolégico de nuestras
aguas, a la vez que dejé sentadas las bases para las posteriores investigaciones que, como
consecuencia de la expansién industrial y modernizacién, se han ido realizando en un tema de
enorme relevancia actual como es la contaminacién ambiental de nuestras aguas con pesticidas,
detergentes y residuos industriales.

La personalidad cientifica del Dr. Llopis Mari empezé a forjarse con tesonera voluntad en los
revueltos y dificiles afios cuarenta, dentro de los estrechos limites de su Oficina de Farmacia en
Fuente la Higuera y en la paz recoleta y serena de su pequeno laboratorio rural. Su trabajo
solitario y aislado, pero entusiasta, le lleva a conseguir una Beca del Patronato “Ramén y Cajal”
del C.S.I.C., que le permitira realizar su Tesis Doctoral y acceder posteriormente al puesto de
Profesor Ayudante en la Catedra de Galénica de la Facultad de Farmacia de Madrid,
obteniendo a su vez el “Premio Clariana” de la Real Academia Nacional de Farmacia por sus
trabajos galénicos sobre aminoacidos, saponinas y glucésidos de la adelfa.

Ademas de por sus valiosas aportaciones galénicas, el Dr. Llopis Mari también destacd como
analista clinico e incluso como botanico, aficién esta tultima que le llevé a reunir en un
interesantisimo libro la Flora Silvestre Valenciana (1978).

A partir de 1960, fecha en la que obtiene, por oposicién, la plaza de Jefe de la Seccién de
Analisis Higiénico-Sanitarios e Inspector Provincial de Farmacia de Alicante, desarrolla una
intensa labor cientifica fundamentalmente en los campos de la Hidrogeologia y la Higiene,
dirigiendo las campafas sanitarias promovidas por la Jefatura de Sanidad de Alicante y en
1970 aisla vibriones coléricos en heces de enfermos diarreicos y aguas de diversas localidades
alicantinas.

Finalmente, en 1973 es trasladado a Valencia al quedar vacante la plaza de Inspector de
Farmacia que ocupaba su antecesor, D. José Marqués, funcién que ejercié con auténtica
devocién hasta su jubilacién.

El Dr. Llopis Mari, a través de una limpia ejecutoria cientifica, fue recorriendo las diversas
parcelas que integran su profesion, aparentemente heterogéneas, si bien congruentes con su
misién fundamentalmente sanitaria. Fue un hombre de su tiempo, dotado de una inteligencia
excepcionalmente aguda y brillante, que junto con su gran tesbén, configuraron una
personalidad recia, donde, en lo humano, la afectividad se recubria de un ropaje aparentemente

2



hosco para no delatar su caracter tremendamente sensible. Timido, austero, tenaz, en una
palabra, fue un hombre bueno, exigente primero consigo mismo y luego con los demas. D.
Agustin evitaba el elogio, por ello, este breve panegirico en su honor, como silencioso homenaje
de respeto a su persona.

Vengo a ocupar un silléon de farmacéutico y es que, a lo largo de los tiempos, la Farmacia
siempre estuvo unida a la Medicina, y bajo su tutela permaneci6 hasta el afio 1845 en que,
durante el reinado de Isabel II, fueron creadas las Facultades de Farmacia alcanzando, en
consecuencia, los estudios el maximo rango universitario.

En el afio 1900, un Real Decreto modificaba las ensefianzas en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Central y establecia la dotacién, como asignatura de Doctorado de una Catedra
denominada “Microbiologia, técnica bacteriolégica y preparaciéon de sueros medicinales”. Esta
fue, por tanto, la primera vez que las ensefanzas de Microbiologia se incorporaban a la
Universidad. Ese mismo afo, en la Facultad de Medicina se cre6 una Catedra que con el
nombre de “Higiene publica” dedicaba un capitulo a la Bacteriologia.

Posteriormente se fueron estableciendo las Catedras de Microbiologia en los estudios de
Veterinaria (1912) e Ingenieros Agrénomos (1925), siendo un farmacéutico zamorano, el Dr.
Francisco de Castro y Pascual (1871-1949) el primer Catedratico de Microbiologia de la
Universidad Espanola, quien posteriormente en 1923 seria elegido Académico de Numero de la
Real Academia de Medicina.

He decidido pronunciar un discurso sobre la importancia en Seguridad Alimentaria de
Campylobacter, un grupo de bacterias hasta hace muy poco desconocidas por el mundo
cientifico y en los ambientes sanitarios. El motivo es doble, por un lado el haber constituido mi
principal campo de investigacién en los ultimos 20 afos, y por otro, intentar divulgar el
conocimiento que tenemos sobre estos patégenos entéricos que en la actualidad constituyen la
principal causa de gastroenteritis bacteriana por consumo de alimentos. Es por ello que a este
discurso de recepcién le podriamos poner el titulo de:

Campylobacter: lider en patologia intestinal infecciosa

No cabe duda de que en los tiempos actuales los alimentos son objeto de atencién e interés
por parte de los medios de informaciéon y de otros muchos sectores de nuestra sociedad. La
razén de esta importancia hay que buscarla en la necesidad de alimentarse que tiene el hombre
y en la preocupacién que hoy se vive por la salud en todos los ambientes.

De forma natural, todas las materias primas utilizadas para la elaboracién de alimentos, ya
sean de origen animal o vegetal, presentan una contaminacién superficial por microorganismos
intimamente relacionados con los lugares donde esa materia prima ha sido criada o cultivada.
Algunos tienen efectos deseables, tales como los utilizados en la produccién de alimentos
fermentados, mientras que otros causan alteraciones en sus caracteristicas organolépticas
inutilizandolos para su consumo o incluso pueden llegar a producir enfermedades en el
consumidor.

En general, resulta dificil evitar la contaminacién del alimento, por lo que las medidas
practicas tienden a inhibir o reducir la multiplicacién de los microorganismos contaminantes,
aplicando diversos procesos tecnolégicos.

A diferencia de lo que ocurre con otros microorganismos patdgenos asociados al consumo de
alimentos, Campylobacter no forma parte del vocabulario popular ni tampoco aparece
regularmente en los medios de comunicacién. Ello no quita que su presencia sea constante en
los recuentos epidemiolégicos. Pese a su desconocimiento por parte del gran publico, es la
bacteria responsable del mayor nimero de infecciones vehiculizadas por alimentos en los paises
desarrollados.

Actualmente, la campylobacteriosis es un problema de Salud Publica con un coste social
cada dia méas elevado. La incidencia de la campylobacteriosis se ha incrementado
substancialmente a partir de 1990, no solamente en los paises mas avanzados, sino también en
aquellos que estan en vias de desarrollo, con tasas muy significativas de morbilidad y
mortalidad entre la poblacién infantil.

La publicacién en el afio 2000 de la secuencia gendémica completa de la cepa tipo de
Campylobacter jejuni ha contribuido a esclarecer muchos aspectos metabdlicos, patogénicos y
estrategias de supervivencia de estas bacterias.



De especial importancia en la actualidad es el elevado incremento del nimero de cepas
resistentes a los antibiéticos (macrélidos y fluoroquinolonas) y el reconocimiento del sindrome
paralitico de Guillain-Barré (GBS) como una complicacién seria de las infecciones por
Campylobacter.

Se han identificado muchos factores de riesgo en la transmisiéon de la campylobacteriosis,
especialmente el manejo y consumo de carne de ave, los alimentos de origen animal, la leche
cruda, el agua inadecuadamente tratada, el contacto con animales de granja y domésticos, e
incluso el turismo y la inmigracion.

A pesar de ello, la gran mayoria de paises carecen de infraestructuras adecuadas en sus
laboratorios y de sistemas de seguimiento para cuantificar el coste sanitario y econémico de la
campylobacteriosis humana. Ademas, su capacidad para detectar y responder ante un brote es
muchas veces insuficiente.

1. Antecedentes historicos

Algunas especies de Campylobacter ya fueron descritas hace practicamente un siglo, aunque
solo durante los tltimos 30 afios han sido reconocidas como causa importante de enfermedad en
el hombre. Originariamente, fueron frecuentemente aisladas en los animales, particularmente
en el ganado bovino y ovino, y por su morfologia espiral fueron consideradas inicialmente como
especies del género Vibrio.

Los microorganismos hoy considerados como Campylobacter, fueron probablemente
observados por primera vez en 1886 por Theodor Escherich en Alemania quien publicé una
serie de articulos sobre bacterias intestinales en la revista Minchener Medizinische Wochens-
chrift. Escherich observé al microscopio unas bacterias con morfologia espiral a partir del
mucus intestinal de nifios recién nacidos que habian muerto de una enfermedad diarreica que
él denoming ‘célera infantum’. Posteriormente, también observd microscopicamente esas formas
espirales en las heces de otros nifios que sufrian de enfermedad entérica. Todos sus intentos por
cultivar en medios sélidos esos ‘vibrios’ fueron, sin embargo, infructuosos, concluyendo que su
presencia constituia un valor de prondstico méas bien que un significado causal, es decir, pensé
que no jugaban ningun papel etioldgico. Desafortunadamente, sus trabajos fueron publicados
en aleman, y no tuvieron repercusién durante décadas hasta que fueron resaltados por Manfred
Kist en el transcurso del Tercer Congreso Internacional de Campylobacter celebrado en Ottawa
en 1985.
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La era veterinaria

En los inicios del siglo XX, los veterinarios ingleses John McFadyean y quién afios mas tarde
seria su yerno Stewart Stockman, llevaron a cabo por encargo del gobierno britdnico un
monumental trabajo con més de 250.000 ovejas prefiadas para intentar esclarecer las causas de
infertilidad y abortos epizodticos en estos animales. Si bien la mayoria de sus investigaciones
estaban relacionadas con la bacteria Brucella abortus, también involucraron a una bacteria de
morfologia espiral que habian aislado del moco uterino de una oveja y del contenido estomacal
de su propio feto, como agente causal de lo que ellos denominaron ‘aborto vibriénico’ en ovejas.
Estos hechos ocurrieron en 1906, aunque no publicaron sus hallazgos hasta 1913, si bien la 1°
Guerra Mundial impidié una méas amplia difusién de sus trabajos.

Unos pocos afios mas tarde, en 1919, Theobald Smith y Marian Taylor en los EE.UU.
observaron un organismo similar que ocasionaba abortos en bévidos y comprobaron que no se
trataba del ‘bacilo de Bang’ sino de la misma bacteria que habian aislado McFadyean y
Stockman, proponiendo para ella el nombre de Vibrio fetus. En 1931 Jones, Orcutt y Little
comprobaron que existia una relacion causal entre un grupo de bacterias vibrioides
microaerofilas aisladas de heces de terneros con diarrea y la disenteria bovina, diferencidndose
respecto de V. fetus en su longitud y nimero de vueltas de espira; la denominaron Vibrio jejuni.
Posteriormente en 1944, Doyle describié una bacteria similar aislada del intestino de cerdo con
disenteria y propuso el nombre de Vibrio coli. Asi pues, hace ya méas de 60 afios que aparecian
descritos en la bibliografia como patégenos de animales las especies hoy conocidas como
Campylobacter fetus, C. jejuniy C. coli.

El aborto vibridonico ha demostrado ser una de las principales causas de pérdida
reproductiva en el ganado. Asi, en 1947, Plastridge et al., descubrieron que habia también una
forma venérea de transmisién de la infeccién a partir del semen de toro que ocasionaba la
muerte del feto en los estadios iniciales y, en consecuencia, provocaba infertilidad en la vaca.
Este hallazgo ha sido de enorme importancia, puesto que ha conducido a la eliminacién de los
toros portadores de los programas de inseminacién artificial. Las cepas causantes de esta
infertilidad infecciosa fueron descritas en 1959 por Florent en Bélgica, siendo consideradas
actualmente como C. fetus subsp. venerealis.

Primeras infecciones humanas

Aunque los campylobacters no han sido ampliamente reconocidos como patégenos humanos
hasta finales de la década de los 1970, si es cierto que se han descrito aislamientos ocasionales.

La primera infeccion humana causada por C. jejuni, fielmente documentada por Levy en
1946, tuvo lugar en Mayo de 1938 en Illinois, USA. Fue un brote de diarrea ocasionado por el
consumo de leche cruda que afect6é a 355 internos de dos instituciones penitenciaras
adyacentes. Los coprocultivos realizados a 73 enfermos fueron negativos, si bien en 31 de las
muestras fecales se pudo observar al microscopio una bacteria, que sin duda alguna, era C.
jejuni. De la sangre de 13 de 39 pacientes se obtuvo crecimiento en medio liquido, aunque no se
pudo aislar en medio sélido.

En 1947, los franceses René Vinzent y dJulien Dumas, consiguen aislar un vibrio
microaerotfilo, V. fetus, de la sangre de tres mujeres embarazadas que habian sido
hospitalizadas debido a una fiebre de origen desconocido. La enfermedad remitié al cabo de
unas cuatro semanas y dos de las tres mujeres acabaron sufriendo aborto espontaneo. El
examen de la placenta demostr6 la existencia de inflamacién y grandes areas necréticas. La
tercera paciente, tras ser tratada con penicilina y sulfonamidas, dio a luz un bebé de 2.130 g de
peso.

Es en 1957 cuando Elizabeth King, en Atlanta, relaciona por primera vez los campylobacters
con enfermedades de tipo entérico en el hombre y distingue dos grupos en base a sus
caracteristicas termofilicas. Presenta un estudio en el que un grupo de bacterias,
concretamente V. jejuni y V. coli, a las que denomina ‘vibrios afines’ son aislados de heces de
pacientes con diarrea. Estos vibrios tienen la caracteristica diferencial respecto a V. fetus de ser
capaces de crecer éptimamente a 42°C (termotolerantes), quizas como una forma de adaptarse
a los animales de sangre caliente como las aves. King fue la primera en sefialar que el sintoma



mas importante de esta infeccion humana era la diarrea, y recalcé la enorme importancia que
en un futuro tendrian estas bacterias en la diarrea infantil de etiologia desconocida.

Hasta el afio 1972, iinicamente se habian registrado en la literatura 12 casos de infecciones
por ‘vibrios relacionados’, en las que se vieron afectados siete recién nacidos, dos nifios y tres
adultos. La razon de este bajo nimero de comunicaciones era debido a la ausencia de técnicas
de cultivo selectivas necesarias para el aislamiento del organismo a partir de las heces de los
enfermos. Hasta entonces, la infeccién inicamente pudo ser diagnosticada a partir de la sangre
de pacientes con bacteriemia. Elizabeth King también puso de manifiesto la necesidad urgente
de disponer de un medio s6lido para el cultivo selectivo de estas bacterias a partir de las heces
de los enfermos. Desgraciadamente, en 1966 y a la edad de 54 afios murié de cancer y no pudo
ver como sus ‘vibrios afines’ encabezaban las listas de patégenos entéricos, superando en mucho
sus expectativas.

El punto de inflexion

El punto crucial para el avance en el conocimiento de estos microorganismos era el
desarrollo de una técnica que permitiera el aislamiento de Campylobacter directamente a
partir de las heces de los enfermos. Este hecho fue parcialmente logrado en 1968 por la
colaboracién de dos cientificos belgas, Joseph Dekeyser en el Instituto Nacional de
Investigaciones Veterinarias y Jean-Paul Butzler en el Hospital Universitario St. Peter de
Bruselas. El 18 de julio de 1968

una mujer de 20 afios de edad fue ingresada en el Hospital debido a una diarrea severa y
fiebre de 40°C, sin ningun otro tipo de patologia subyacente. Una bacteria espiral, C. jejuni, fue
aislada de la sangre, y tras la utilizacién de una técnica de filtracion especial se consiguid
también aislarla de las heces. Esta técnica, publicada en 1972, consistia en pasar una
suspension de heces a través de un filtro de 0.65 um de didmetro, lo cual permitié el paso de las
células de Campylobacter. El filtrado fue posteriormente inoculado en un medio selectivo, de
manera que ningun otro patégeno entérico se pudo aislar de las heces de la paciente. Este
primer cultivo fecal demostré que la infeccién intestinal era la causa de la bacteriemia.

Tras este éxito, ambos cientificos belgas realizaron un estudio mas general en el que
lograron aislar C. jejuni y C. coli del 5.3% de 3.000 nifios con diarrea, pero tan sélo de un 1.6%
de un total de 7.200 personas sin diarrea, demostrando ademas la gran susceptibilidad de éstas
células a la eritromicina, antibidtico que desde entonces se ha venido utilizado para su
tratamiento. Aunque estos trabajos fueron publicados en revistas internacionales,
inexplicablemente no suscitaron ningun tipo de respuesta por parte de la comunidad cientifica
hasta transcurridos varios anos.

El gran salto cualitativo y, por tanto, la fecha de nacimiento o punto de partida del
conocimiento actual sobre la infeccién por Campylobacter tuvo lugar en 1977, el mismo afio en
que se asocib el sarcoma de Kaposi al SIDA y la Organizacién Mudial de la Salud (OMS)
declaré erradicada la viruela del planeta tras el Gltimo caso natural aparecido en Somalia. Fue
entonces cuando, en Worcester, Inglaterra, el médico Martin B. Skirrow describe la enteritis
por Campylobacter como una “nueva” enfermedad y tras el empleo de una técnica simple de
cultivo en medio sélido selectivo, adicionado de vancomicina, polimixina y trimetoprim, y sin
necesidad de filtracién alguna, consigue aislar C. jejuni de las heces del 7.1% de un total de 803
pacientes con diarrea, incluido adultos, observando una mayor incidencia en nifios de corta
edad. La magnitud de este trabajo es tal que en la actualidad ocupa el segundo lugar en el
ranking de las publicaciones mads citadas en la prestigiosa revista British Medical Journal.

El desarrollo por parte de Skirrow de este medio selectivo permitié a los laboratorios
microbiolégicos de andalisis rutinario la deteccién de campylobacters y la evaluacién de su
importancia clinica. A partir de este momento, la consiguiente mejora en las técnicas de
aislamiento junto con el desarrollo de nuevos medios de cultivo selectivos, conduce al
reconocimiento de C. jejuni como un importante agente enteropatdégeno y principal causa
bacteriana de gastroenteritis humana en la mayoria de los paises desarrollados. Dos afios mas
tarde, Butzler y el propio Skirrow publican conjuntamente el primer estudio completo sobre la
gastroenteritis humana por Campylobacter.



2. Revisién taxonémica

En 1963, los franceses Madeleine Sebald y Michel Veron observan que los organismos
denominados por Elizabeth King como ‘vibrios afines’ son distintos del resto de los miembros
del género Vibrio, debido a su menor composicién en bases G+C (30-34 moles%), a su
crecimiento microaerofilico y a la ausencia de metabolismo de tipo fermentativo. Esto los
conduce a reclasificarlos en el nuevo género Campylobacter (que deriva de la palabra griega
‘kampylos’ que significa curvado y ‘bacter’ bacilo). Diez afios més tarde, en 1973, el propio
Michel Veron junto con R. Chatelain, establecen las bases del actual sistema de clasificacién y
reconocen 4 especies: C. fetus (especie tipo), C. jejuni, C. coli y C. sputorum.

En la 8 edicién del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” publicada en 1974,
Campylobacter constituia, junto con el género Spirillum, la familia Spirillaceae. La agrupacién
de estos dos géneros en la misma familia se basaba principalmente en caracteristicas
morfoldgicas. En 1984, cuando fue publicada la 1% edicién del “Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology”, todavia no se conocian las relaciones filogenéticas entre estos microorganismos, y
se decidi6é eliminar esta denominacién de familia. Campylobacter fue agrupado conjuntamente
con los géneros Spirillum, Aquaspirillum, Oceanospirillum y Azospirillum, basandose en sus
similitudes morfolégicas o fisiolégicas (Krieg, 1984). En esta edicién el género Campylobacter
estaba compuesto por cinco especies: C. fetus, C. jejuni, C. coli, C. sputorum y C. concisus.

En los afios siguientes nuevas especies de Campylobacter fueron descritas: C. laridis
(Benjamin et al., 1983), C. nitrofigilis (McClung et al., 1983), C. hyointestinalis (Gebhart et al.,
1985), C. pyloridis (Marshall et al., 1984), C. cryaerophila (Neill et al., 1985), C. cinaedi (Totten
et al., 1985), C. fennelliae (Totten et al., 1985), C. mustelae (Fox et al., 1989) y C. upsaliensis
(Sandstedt & Ursing, 1991). Ademaés, una nueva subespecie de C. jejuni incapaz de reducir los
nitratos a nitritos, C. jejuni subsp. doylei, fue propuesta por Steele & Owen (1988). También
fueron incluidas en el género Campylobacter, las especies C. curvus y C. rectus (Vandamme el
al., 1991), descritas previamente como pertenecientes al género Wolinella. Algunas de estas
especies fueron posteriormente transferidas a otros géneros.

En 1989, el analisis del ARN ribosémico (ARNr) y estudios ultraestructurales, dieron como
resultado suficientes diferencias para el establecimiento de un nuevo género llamado
Helicobacter, transfiriéndose las especies C. pylori (anteriormente nombrada C. pyloridis) y C.
mustelae al mismo (Goodwin et al. 1989). Otras dos especies aisladas de hombres homosexuales
con enteritis, y previamente adscritas al género Campylobacter fueron también incluidas en
este nuevo género, como H. cinaedi y H. fennelliae (Vandamme et al.,, 1991). En la ultima
década se han aislado otras muchas especies del tubo digestivo de un gran numero de
mamiferos, incluido el hombre, hasta completar las 23 especies que actualmente constituyen el
género Helicobacter.

El género Arcobacter fue propuesto por Vandamme et al. (1991) basandose en estudios
comparativos de la subunidad 16S del ARNr para designar a un tipo de campylobacters
aerotolerantes aislados por primera vez por Laanbroek et al. en 1977. En este género se
incluyeron A. nitrofigilis (anteriormente clasificada como C. nitrofigilis por McClung et al. en
1983) y A. cryaerophilus, (C. cryaerophila segin Neill et al. en 1985). Mas tarde, se incluy6
también la especie A. butzleri (aislada de hombres y animales) previamente clasificada en 1991
como C. butzleri por Kiehlbauch et al., y la especie A. skirrowii (Vandamme et al., 1992)
procedente de animales. Ademadas, basandose en los caracteres fenotipicos y genotipicos que
Campylobacter y Arcobacter tenian en comuin y que a su vez los separaba de otros géneros,
propusieron la creaciéon de una nueva familia que los agrupase, la familia Campylobacteraceae
(Vandamme & De Ley, 1991).

Se han descrito nuevas especies y subespecies pertenecientes a esta familia desde su
creacion, como C. helveticus (Stanley et al., 1992), C. showae (Etoh et al., 1993), C. hyoilei
(Alderton et al., 1995), C. hyointestinalis subsp. lawsonii (On et al., 1995), C. lanienae (Logan et
al., 2000) y C. hominis (Lawson et al., 2001). También se ha incluido Bacteroides gracilis como
C. gracilis (Vandamme et al., 1995). La ultima especie propuesta ha sido C. insulaenigrae, para
designar a una nueva especie de Campylobacter aislada de mamiferos marinos (Foster et al.,
2004).



Segun la tultima clasificacién descrita en la 2% ed. del Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology (2005) el género Campylobacter, junto con Arcobacter, Sulfurospirillum vy
Thiovulum se agrupan formando la familia Campylobacteraceae (Vandamme & De Ley, 1991),
que junto con la familia Helicobacteraceae (Vandamme, 2000), en la que se incluyen
Helicobacter, y Wollinella, conforman el orden Campylobacterales de las e-Proteobacterias
(Trust et al., 1994).

Campylobacter estd compuesto actualmente por 17 especies: C. coli, C. concisus, C. curvus,
C. fetus (con las subespecies C. fetus subsp. fetus y C. fetus subsp. venerealis), C. gracilis, C.
helveticus, C. hominis, C. hyointestinalis (con las subespecies C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis y C. hyointestinalis subsp. lawsonii), C. jejuni (con las subespecies C. jejuni
subsp. jejuni y C. jejuni subsp. doylei), C. lanienae, C. lari, C. mucosalis, C. rectus, C. showae,
C. sputorum (con las subespecies C. sputorum subsp. sputorum y C. sputorum subsp. bubulus),
C. upsaliensis y C. insulaenigrae. La especie tipo es C. fetus subsp. fetus (Bergey's on line,
Garrity et al., 2004). Las especies patdégenas mas comunmente aisladas (por orden de
frecuencia) son C. jejuni, C. coli y C. fetus.

Tabla 1

Campylobacter: situacion taxonémica

Dominio Bacteria
Philum Proteobacteria
Clase Epsilonproteobacteria
Orden Campylobacterales

Familia I. Campylobacteraceae
Geénero|l.  Campylobacter
Genero Il.  Arcobacter
Geénero Ill.  Sulfurospirillum

Género IV. Thiovulum

Familia ll.  Helicobacteraceae
Género |. Helicobacter
Geénero ll.  Wolinella
Tabla 2
Especies de Campylobacter y hospedadores

Nombre Hospedador Referencia
C. coli Cerdos Doyle, 1948

Véron & Chatelain, 1973
C. concisus Hombre Tanner et al., 1981
C. curvus Hombre Tanner et al., 1984

Vandamme et al., 1991
C. fetus subsp. fetus Ganado, ovejas Smith & Taylor, 1919

Véron & Chatelain, 197
C. fetus subsp. venerealis Ganado Florent, 1959

Véron & Chatelain, 1973
C. gracilis Hombre Tanner et al., 1981

Vandamme et al., 1995
C. helveticus Perros, gatos Stanley et al., 1992
C. hominis Hombre Lawson et al., 2001
C hyointestinalis Cerdos, ganado, Gebhart et al., 1985



subsp. hyointestinalis
C. hyointestinalis
subsp. lawsonii

C. insulaenigrae

C. jejuni subsp. doylei
C. jejuni subsp. jejuni

C. lanienae

C. lari

C. mucosalis

C. rectus

C. showae

C. sputorum subsp.

bubulus
C. sputorum subsp.

hamsters
Cerdos, aves

Mamiferos marinos
Hombre
Aves, hombre

Hombre

Gatos, perros, pollos,
monos

Cerdos

Hombre

Hombre
Carneros

Hombre, ganado,

On et al., 1995

Foster et al., 2004

Steele & Owen, 1988
Jones, 1931

Véron & Chatelain, 1973
Logan et al., 2000
Benjamin et al., 1983

Lawson et al., 1981
Roop et al., 1985

Tanner et al., 1981
Vandamme et al., 1991
Etoh et al., 1993
Florent, 1953

Véron & Chatelain, 1973
Prévot, 1940

Véron & Chatelain, 1973
Sandstedt &  Ursing, 1991

sputorum
C. upsaliensis

cerdos, ovejas
Gatos, perros, patos,
monos

3. Caracteristicas generales

El género Campylobacter estda formado por pequefios bacilos Gram-negativos, no formadores
de esporas, de forma curvada o helicoidal, con un tamafio que puede variar entre 0,2-0,5 um de
anchura por 0,5-5 um de longitud. Algunas células pueden adoptar formas esféricas, cocoides o
alongadas en situaciones de carencia o estrés, como por ejemplo en cultivos viejos o expuestos a
condiciones ambientales adversas, como oxigeno atmosférico (Alonso et al., 2002). Se ha
sugerido que podrian tratarse de formas viables pero no cultivables (VNC) del organismo,
aunque existe una gran controversia respecto a este tema, particularmente en aquello que se
refiere a su virulencia. Segin Thomas et al. (1999a), la virulencia de estas formas VNC debe
considerarse equivalente a la de las formas cultivables, pero con un riesgo anadido, ya que no
pueden ser detectadas por métodos de cultivo convencionales.

Figura 2. Morfologia (espiral y cocoide) de Campylobacter
observada mediante microscopia electrénica 15000X.

En general, son muy moéviles, con un caracteristico y rapido movimiento en forma de
sacacorchos debido a la presencia de un flagelo polar no envainado en uno o en ambos extremos
de la célula. Sin embargo, C. showae tiene un haz unipolar de flagelos, y C. gracilis no es mévil
y carece de flagelo. Tanto C. jejuni como C. coli pueden carecer de movilidad en algunos casos,
especialmente tras varios subcultivos.



Las especies de Campylobacter son microaeréfilas, aunque su tolerancia al oxigeno puede
variar, incluso entre cepas de la misma especie. Su temperatura éptima de crecimiento es de
37°C. Las especies C jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis son capaces de crecer a 42°C, pero no
a 25°C, constituyendo el denominado grupo termotolerante.

Campylobacter jejuni tiene un cromosoma de 1.641 kilobases (kb), relativamente pequefio
comparado con otros enteropatdégenos como Escherichia coli que tiene 4.500 kb, y se calcula que
el nimero de genes esta limitado a unos 1.600, frente a los 5.000 que posee Salmonella. Ciertas
cepas contienen pldsmidos y bacteriéfagos.

Tienen un metabolismo tipicamente respiratorio. Utilizan como fuente de carbono algunos
aminoacidos y compuestos intermedios del ciclo del acido tricarboxilico. Reducen el nitrato (a
excepcion de C. jejuni subsp. doylei) pero no el hipurato (exceptuando C. jejuni), y son
incapaces de fermentar u oxidar carbohidratos. Reducen el fumarato a succinato, son rojo de
metilo y Voges-Proskauer negativas, no producen indol (a excepcién de C. gracilis). La gran
mayoria de las especies son catalasa y oxidasa (exceptuando C. gracilis) positivas, y ureasa
negativas. Generalmente no son hemoliticos, aunque C. jejuni y C. coli pueden serlo cuando son
incubados a 42°C. Tienen un bajo contenido en bases G+C de 28-46 mol%. En la tabla 3 se
recogen algunas de las propiedades bioquimicas méas importantes de las especies de este
género.

Figura 3. Célula de Campylobacter. Microscopia electro-
nica 15.000X.
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Tabla 3
Caracteristicas bioquimicas de las especies
del género Campylobacter

Especies Catalasa Nitratos Ureasa Hidrolisis Cto.
indoxil  25/42°C
acetato

C. coli 3 + i + I+

C. concisus « \Y . N

C. curvus 5 + s \Y -V

C. fetus subsp. fetus + + - +V

C. fetus subsp. venerealis v + . +-

C. gracilis Y% \% - \% -V

C. helveticus - - + [+

C. hominis - ND - - ND

C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis + + - V/+

C. hyointestinalis subsp. lawsonii + - + [+

C. insulaenigrae + + ND -IND

C. jejuni subsp. doylei \' - + /

C. jejuni subsp. jejuni + + + [+

C. lanienae + + i 3 J+

C. lari + + \V g I+

C. mucosalis . + : . I+

C. rectus Vv - - + -V

C. showae + + - Vv A%

C. sputorum \' + \% I+

C. upsaliensis - . . - -V

+, reaceion positiva; -, reaccion negativa; V, variable dependiendo de la cepa;
ND, no determinado; AN, Ac. Nalidixico; C, Cefalotina
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Tabla 3
Caracteristicas bioquimicas de las especies
del género Campylobacter

Cto. 1% H,S/TSI Cto. 4% Hidrolisis

G Resistencia
glicina NaCl  hipurato

AN C
C. coli + \' - - +
C. concisus \Y% . . v
C. curvus i Vv = Vv +
C. fetus subsp. fetus S+ - - +
C. fetus subsp. venerealis S - - %
C. gracilis . - s \Y
C. helveticus \' C . -
C. hominis ND ND “ ND
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis + + - + \Y%
C. hyointestinalis subsp. lawsonii Vv + +
C. insulaenigrae ND ND ND ND
C. jejuni subsp. doylei i+ & : + 2
C. jejuni subsp. jejuni + . . & ) +
C. lanienae ND e &
C. lart + 5 \Y i
C. mucosalis \ + - \Y%
C. rectus + . = Vv
C. showae \'% \Y% 2 s
C. sputorum + + \Y% V
C. upsaliensis + . - . \%

+, reaccion positiva; -, reaccion negativa; V, variable dependiendo de la cepa;
ND, no determinado; AN, Ac. Nalidixico; C, Cefalotina
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4. Campylobacter en la cadena alimentaria

Las infecciones por Campylobacter son zoonosis, en las que una gran variedad de animales
actdan como reservorios, pudiendo localizarse las bacterias en sus érganos reproductivos, tracto
intestinal o en la cavidad oral. El ser humano adquiere la infeccién por C. jejuni y C. coli tras
consumir alimentos, leche o agua contaminada.

Las aves de corral son la principal fuente de contagio en el hombre, siendo responsables de
maés de la mitad de las infecciones en los paises desarrollados. Las bacterias se encuentran en el
contenido intestinal de las aves, siendo la contaminacién practicamente universal. C. jejuni
infecta a las aves recién nacidas bien a partir de las aves adultas o a través del agua y los
piensos. Durante el sacrificio se contaminan las canales, de manera que, mas del 90% de los
pollos de venta al publico congelados estan contaminados con estos microorganismos, siendo C.
jejuni la especie mas frecuentemente aislada.

Recientemente se ha comprobado que la inclusién de acido caprilico como suplemento en la
dieta de los pollos tiene una gran eficacia terapéutica puesto que reduce las poblaciones de
campylobacters en las aves infectadas. El acido caprilico esté considerado por la FDA (Food and
Drug Administration) como un aditivo natural (se encuentra en la leche y en aceite de coco) y
seguro (Solis et al. 2007).

También es habitual encontrar Campylobacter en otros alimentos como la carne de cerdo,
aunque en este caso es C. coli la especie predominante, mientras que C. jejuni es un comensal
intestinal del cerdo. En las canales de carnes rojas se aislan en menor cantidad que en las aves
de corral, sin embargo, pueden llegar a determinados alimentos derivados como hamburguesas
y bistecs de carne de vacuno cruda, aunque el nivel de contaminacién es muy bajo, inferior a un
microorganismo por cm2.

El agua, tanto de arroyos, rios como marina, es también un habitat habitual de estas
especies, debido sobre todo a la contaminacién fecal por parte de animales (Waage et al., 1999).
Las posibles infecciones provocadas por Campylobacter estdan relacionadas con el consumo de
agua superficial no clorada y agua de depdsitos con contaminacién fecal (Herndndez, 1993). Los
brotes son poco frecuentes, pero cuando ocurren son muchos los afectados. A su vez, el agua
constituye una fuente de infecciéon para los animales.

El consumo de leche cruda de cabra o de vaca es un vehiculo importante de infeccién
humana por C. jejuni (Riordan et al.,, 1993), sin embargo, con un proceso adecuado de
pasteurizacion los brotes epidémicos son raros, ya que la leche pasteurizada es un producto
microbiologicamente seguro. La presencia de C. jejuni en leche es debida a una mastitis del
animal o a la contaminacién fecal durante el orderio.

Los vegetales y las frutas pueden albergar también estos microorganismos por contacto con
aves salvajes o aguas contaminadas. En alimentos de origen marino como moluscos bivalvos
(mejillones y ostras) también se ha detectado la presencia de C. jejuni. Este hecho indica la
presencia de las especies termotolerantes en aguas marinas debido sobre todo a la
contaminacién proveniente de gaviotas (Jones, 2001).

La sensibilidad de estos microorganismos a bajas actividades de agua hace que no
representen un problema en alimentos con elevada concentracién de solutos. De la misma
forma, su sensibilidad a medios acidos, convierte a alimentos como el queso o el yogur en
productos raramente contaminados.

Supervivencia de Campylobacter en alimentos y aguas

Los campylobacters son muy sensibles al calor y no sobreviven a los tratamientos habituales
de pasteurizacién. Su valor D o tiempo de reduccién decimal a 63,5°C es de apenas unos pocos
segundos. En leche el tiempo de reduccién decimal a 55°C es de un minuto. En carne, a 60°C, se
obtiene ese mismo valor D de un minuto. A 60°C durante 10 min en carne cocinada se logra una
reduccion total partiendo de una concentracion inicial de 106 ufc/g de carne mientras que a 50-
53°C se ha detectado la recuperacion de células viables de Campylobacter. Se observa también
que la resistencia al calor depende del pH del medio en el que se hallan las células sometidas a
calentamiento. Es maxima en valores préoximos a 7 y disminuye a medida que el pH se aleja de
la neutralidad.
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La supervivencia a temperaturas de refrigeracién para C. jejuni se ha calculado en varias
semanas a 4°C en una superficie himeda como la carne de pollo, pero tiende a morir
rapidamente a temperatura ambiente. C. jejuni sobrevive durante periodos méas largos a 37°C
que a 4°C o 42°C. C. coli parece ser la especie del género mas resistente a efectos lesivos
causados por exposicién a bajas temperaturas o a condiciones ambientales adversas.

Las condiciones de congelacién (temperatura y tiempo de permanencia) influyen
negativamente en la tasa de inactivacién de C. jejuni, detectandose una reduccién de 1-3 log10
en alimentos carnicos almacenados a -15°C o -20°C. Sin embargo, la supervivencia a -20°C es
posible, y células de Campylobacter pueden ser recuperadas de muestras de pollo congeladas
después de tres meses de almacenamiento, aunque a niveles mucho mas bajos que los
correspondientes a productos frescos.

Durante el almacenamiento en leche descremada y en carne de vacuno bajo congelacion, a
temperaturas de -15°C a -70°C, la muerte de C. jejuni, al principio relativamente rapida, suele
ir seguida de un ritmo de muerte mucho més lento. La disminucién inicial del recuento de
viables es 10 veces mayor. La primera disminucién tiene lugar en un dia de congelacion. En la
carne, la supervivencia es mayor que en la leche descremada.

La capacidad de C. jejuni de sobrevivir a la refrigeracién y a la congelacién es obviamente
importante para la Seguridad Alimentaria y la Salud Publica. Ademads, existe una clara
variabilidad genotipica y fenotipica dentro de este género, lo cual explica que la capacidad de
adaptacién fisiolégica de este patégeno difiera entre cepas. Al mismo tiempo, todavia no se
conocen los mecanismos por los que se observan estas diferencias de tolerancia al frio. Parece
que no hay una correlacién entre la pérdida de viabilidad y el cambio morfolégico. Las células
pueden permanecer sustancialmente viables mas tiempo de lo que pueden estar cultivables.

Campylobacter es sensible al NaCl y el grado de tolerancia al mismo depende de la
temperatura de incubacion. Es mejor tolerado a altas temperaturas de crecimiento, siendo la
concentracién 6ptima de sal para el crecimiento de Campylobacter del 0,5%. A concentraciones
de 1% se incrementa considerablemente la tasa de muerte y un 2% resulta bactericida.

Campylobacter es sensible a la desecacién, especialmente a temperatura ambiente. Las
células no sobreviven durante mucho tiempo en ambientes secos. La desecacién de los tejidos
superficiales que tiene lugar durante la refrigeracién por aire de las canales de cerdo, de
vacuno y de ovino es importante para reducir la carga de Campylobacter en las carnes que se
obtienen de estas canales. Su incidencia en las canales de carne roja antes de la refrigeracién,
es mayor que después de la misma.

C. jejuni es muy sensible al 4cido lactico, por lo que se ha propuesto el rociado con acido
lactico al 2% de los animales sacrificados en mataderos para eliminar todas las células en un
plazo de 24 h a 4°C. El orégano, la salvia o el clavo al 0,05%, inhiben su crecimiento. El acido
ascorbico también inhibe el crecimiento de estos microorganismos a concentraciones de 0,05%,
resultando bactericida al 0,1%. Su toxicidad para C. jejuni es debida a los productos de su
oxidacion, de modo especial al 4cido dehidroascérbico. El bisulfito sdédico favorece la
supervivencia de C. jejuni en leche y otros alimentos, al protegerlo frente a los efectos dafiinos
del oxigeno y sus derivados.

La lactoperoxidasa de la leche causa la muerte de C. jejuni rapidamente. La muerte rapida
de C. jejuni en clara de huevo se debe principalmente a la presencia de conalbimina y, en
parte, a la presencia de lisozima en el elevado pH de este producto.

Las células se inactivan con facilidad tanto por la radiacién UV como por la radiacién
gamma. Es mas sensible que E. coli a la radiacién UV y mds sensible que Salmonella a la
radiacién gamma. La sensibilidad a las radiaciones varia segin el alimento en el que se
encuentre C. jejuni.

Si bien la presencia de oxigeno aumenta el ritmo de muerte de los Campylobacter en caldo
de cultivo y en leche, la fase gaseosa tiene escaso efecto sobre la supervivencia de los
organismos en la superficie de las carnes. C. jejuni también puede crecer en la superficie de
algunos alimentos a pesar de su envasado inicial en aire, el material de envasado puede
restringir el intercambio gaseoso y la actividad metabdlica puede dar como resultado una
atmosfera gaseosa diferente a la del ambiente.
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Campylobacter es sensible al cloro libre, aunque la monocloramina tiene un mayor efecto
bactericida. A pesar de esta sensibilidad al cloro libre existente en el agua, con frecuencia se
encuentran células de este organismo en las carnes de las aves de corral después de su
enfriamiento en agua clorada. Presuntamente, algunos organismos estan protegidos frente al
cloro en los tejidos de la superficie.

En general, dependiendo de la cepa de la que se trate, del nimero inicial de células, del tipo
de alimento, y de las condiciones ambientales, principalmente de la temperatura de
almacenamiento, Campylobacter puede sobrevivir en los alimentos durante periodos de tiempo
mas o menos largos.

La supervivencia en aguas estd supeditada a la cantidad de microbiota acompanante y al
efecto citotoxico de los rayos ultravioleta (Hudson et al., 1999). En el caso de las aguas
residuales, los tratamientos primarios provocan una disminucién de aproximadamente una
unidad logaritmica y los secundarios una reduccién del 80-90% de campylobacters (Jones,
2001).

El agua de bebida debidamente clorada no contiene células de C. jejuni viables. En cuanto al
uso de agua clorada en mataderos para inactivar células de este microorganismo, parece que su
uso puede reducir en parte, pero no totalmente, la poblacién de Campylobacter en canales de
pollo.

5. Incidencia y vehiculos de transmision

El género Campylobacter incluia inicialmente una serie de especies que eran causa
frecuente de enfermedades en animales. Sin embargo, desde que en el afo 1947 se aislé en
sangre humana C. fetus, el numero de especies asociadas a infecciones humanas ha ido
aumentando progresivamente.

En relacion con la gastroenteritis o infeccién intestinal ocasionada fundamentalmente por C.
jejuni, es dificil de determinar su verdadera incidencia, ya que los casos registrados por los
laboratorios clinicos suponen un porcentaje muy pequeno respecto al numero total de
infecciones. Esto es debido en parte a que muchos laboratorios no emplean de forma rutinaria
los métodos para el aislamiento de estas bacterias, y en parte a que en muchas ocasiones los
enfermos no llegan a consultar al médico y los sintomas desaparecen por si solos sin
tratamiento (Hernandez, 1993).

Aunque la enfermedad no es de declaracién obligatoria, se ha calculado que ocurren
anualmente 500.000 infecciones en el Reino Unido y méds de 2 millones de casos en EE.UU.
Esto supone unas tasas de incidencia anual de aproximadamente 54-58 casos por 100.000
habitantes, tasas muy superiores a las de Salmonella (38/100.000) o Shigella (9/100.000). Segtin
FoodNet, la red de seguimiento de enfermedades transmitidas por alimentos, durante el
periodo 1996-2006, en los EE.UU. se esta produciendo una disminucién de la incidencia de la
infeccion en torno a un 10% anual, y obtendriamos unos valores préoximos a los 20-25 casos por
100.000 habitantes (Ailes et al., 2007).

El ntmero de infecciones por Campylobacter puede ser incluso mayor, ya que se cree que C.
upsaliensis es responsable de alrededor del 10% de las infecciones por Campylobacter, y esta
especie no se aislaria con las técnicas que se emplean habitualmente; se inhibe con los
antibidticos usados en los medios de aislamiento de otros miembros del género Campylobacter.

En nuestro pais, ha sido en los Ultimos afios cuando el nimero de casos declarados de
gastroenteritis por campylobacters practicamente se ha duplicado. Campylobacter ha pasado a
ser junto con Salmonella el patégeno entérico mas frecuente en los paises industrializados. Asi,
durante 2006, segun datos recogidos en el Boletin Epidemiolégico Semanal (BES), se
declararon en Espana 5.781 casos de gastroenteritis por Campylobacter (85% de los cuales
fueron debidos a C. jejuni), frente a los 4.979 producidos por Salmonella.

La OMS estima que aproximadamente el 1% de la poblacién se infecta cada afio. Entre los
factores que pueden haber influido en el incremento espectacular del nimero de casos
declarados destacan las nuevas técnicas de diagnoéstico, el reciente y popular habito entre los
jévenes de comer en establecimientos rapidos o alimentarse con comida preparada, y el gran
consumo de alimentos derivados del pollo.
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Seguin un estudio econémico realizado en el Reino Unido en el que no solamente se tuvieron
en cuenta los gastos directos de diagndstico, tratamiento y hospitalizacién, sino también costes
indirectos como el absentismo laboral o la repercusion I+D+I, se calcula que la
campylobacteriosis tiene un coste anual de aproximadamente 300 euros por paciente. Teniendo
en cuenta que la incidencia real de la enfermedad es del 1% de la poblacién, en nuestro pais ello
supondria un total de 400.000 casos anuales con un coste de unos 120 millones de euros.
Estamos pues ante una enfermedad con un elevado coste econdémico, no solamente para el
paciente sino también para la sociedad.

Segun un estudio realizado en Dinamarca y presentado el pasado mes de septiembre en
Rotterdam en el transcurso de la Reunién Internacional sobre Campylobacter, Helicobacter y
organismos relacionados, los pacientes de Campylobacter tienen 2.3 veces mas riesgo de morir
que la poblacién danesa general. En cifras absolutas, por cada 1.000 casos confirmados de
campylobacteriosis se producen 5.4 muertes (Molbak, 2007).

Las infecciones por Campylobacter son muy frecuentes en paises con recursos
sociosanitarios escasos y se implican como causa de diarrea del viajero. En paises
industrializados la enteritis debida a estos microorganismos afecta a personas de todas las
edades, aunque tiene una distribucién bimodal con picos de incidencia en nifios por debajo de 4
afios y en adultos jovenes (15-24 afios) (Tenkate & Stafford, 2001). Es mas frecuente en el sexo
masculino que en el femenino (1.7/1).

En los paises en desarrollo, la tasa de infecciéon por Campylobacter en nifios es bastante
superior a la de los paises industrializados, al igual que la tasa de mortalidad. Pero de igual
modo, la exposicién a Campylobacter durante la edad temprana en estos paises parece crear
inmunidad contra la enfermedad (Friedman et al., 2000). La enfermedad sintomatica ocurre en
los nifios pequenos, mientras que el estado de portador crénico asintomatico se observa en los
adultos.

Los individuos inmunocomprometidos, como los infectados con el VIH y los enfermos de
hipogammaglobulinemia, son mas susceptibles de adquirir campylobacteriosis, que suele
evolucionar a bacteriemias por la dificultad que entrafia su tratamiento (Friedman et al., 2000).

Por lo que respecta a las variaciones anuales, el nimero de casos es mayor en verano que en
invierno, debido al aumento del consumo de alimentos poco cocinados en barbacoas y a la
ingestion de aguas no tratadas (Thomas et al., 1999b), pero ocurre a lo largo de todo el afio. En
general, los periodos con un mayor indice de aislamiento son el final del verano y comienzo del
otofio (Barros-Velazquez et al., 1999).

Las infecciones humanas por C. fetus son relativamente raras, y se describen menos de 250
casos anualmente. En la mayor parte de los casos los afectados son ancianos
inmunodeprimidos. En ganado, C. fetus subsp. venerealis supone un problema muy importante
en los paises donde todavia hoy la inseminacién artificial (IA) no se emplea de manera habitual,
ya que se transmite venéreamente y es agente causante de infertilidad en ganado bovino. La ITA
reduce, pero no previene completamente, la infeccion. En el Reino Unido, donde la IA es
habitual, las infecciones por Campylobacter representan un porcentaje importante de las
causas de infertilidad y fetopatologia en este tipo de ganado. En cuanto a C. fetus subsp. fetus,
se desconoce la verdadera incidencia de la enfermedad en ganado bovino, pero constituye la
tercera causa mas comun de aborto en ovejas en el Reino Unido, lo que supone unas cuantiosas
pérdidas econdémicas. La infeccién parece ser transmitida a través de las heces. También
pueden existir otros reservorios no ovinos de esta bacteria en algunos animales, por ejemplo en
las aves.

Las rutas y fuentes de transmisién no estan del todo claras. Los organismos son ubicuos en
el ambiente, y pueden ser aislados de muchos animales domésticos y aves, asi como de aguas
superficiales, el suelo, etc. Sin embargo, la transmisién directa desde los animales es
infrecuente para el publico en general, teniendo mayor riesgo de infeccién las personas que
estan en contacto con animales o sus productos (granjeros, personal de mataderos y plantas de
procesado de aves).
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Es mas importante la transmisién indirecta a través del agua y los alimentos, entre los que
destaca la carne de pollo. Muchas de las aves estan contaminadas asintomaticamente con C.
jejuni y C. coli. La infeccién es normalmente detectable cuando tienen entre 2 y 3 semanas de
vida, pero una vez detectado, el 100% de los animales resulta infectado en menos de 72 h. Las
fuentes de infecciéon de estas aves son desconocidas, aunque pueden ser recuperadas del
oviducto, la transmisién vertical no se considera como una de las mas importantes.
Probablemente, muchas son infectadas por organismos del ambiente externo que les rodea.

También puede darse la transmisién feco-oral de una persona a otra, pero es poco habitual
que esta enfermedad se transmita por los manipuladores de alimentos. Aunque rara vez ocurre,
los recién nacidos pueden adquirir la bacteria a través de su madre durante el parto (Skirrow &
Blaser, 2000).

Mediante el empleo de técnicas genotipicas modernas, fundamentalmente la ribotipificaciéon
y el analisis RAPD amplificando regiones anénimas del ADN con iniciadores arbitrarios, se esta
investigando y esclareciendo poco a poco las fuentes de infeccién y las rutas de transmisién en
los animales y el hombre, aunque todavia queda mucho por dilucidar (Wassenaar & Newell,
2000).

La gran mayoria de las infecciones ocasionadas por C. jejuni y C. coli son esporadicas,
afectando como mucho a 2-3 personas, generalmente pertenecientes a una misma unidad
familiar, y se producen por el consumo de piezas de pollo alteradas o insuficientemente
cocinadas, y por contaminaciones cruzadas entre piezas crudas del pollo u otras ya cocinadas y
otros alimentos (Skirrow & Blaser, 1992). Esta contaminacion cruzada puede ocurrir de varios
modos, de manera que un almacenamiento contiguo, el empleo de tablas de cortar o utensilios
para ambos alimentos sin desinfectar entre ambas actividades, o las simples manos del
manipulador pueden constituirse en vehiculos o modos de transmisién.

No suelen ser frecuentes los brotes epidémicos, apenas el 2% del total de brotes ocasionados,
y tampoco suelen afectar a un numero elevado de personas, excepto cuando el alimento
implicado es la leche cruda o el agua sin tratar.

De especial relevancia en la bibliografia destacan, ademéas de aquél primer brote causado en
1938 por la leche sin pasteurizar, otro brote producido también por consumo de leche cruda en
Inglaterra que afecté a 3.500 personas, y varios ocurridos en EE.UU. y ocasionados por la
ingesta de agua contaminada provocando 5.000 enfermos.

Segun los dltimos datos publicados por el Boletin Epidemiol6gico Semanal, en el afio 2003 se
produjeron en Espafia cuatro brotes ocasionados por C. jejuni, dos en restaurantes y otros dos
en escuelas. Se desconoce el alimento implicado en uno de ellos, pero los otros tres fueron
relacionados con lacteos, carne y pescado.

Por el contrario, las infecciones por C. upsaliensis y C. helveticus se contraen
fundamentalmente por el contacto con perros y gatos domésticos (portadores sanos o mascotas
con diarrea). La verdadera incidencia de la enfermedad causada por C. fetus subsp. fetus en
humanos se desconoce, sin embargo, se cree que la infeccion esta relacionada con el consumo de
carne ternera o cordero contaminada fecalmente.

Actualmente es relativamente sencillo detectar la existencia de brotes y distinguir
relaciones clonales entre las cepas mediante el empleo de técnicas genotipicas, principalmente
la ribotipificacién, la técnica de electroforesis en campo pulsado (PFGE) y el analisis RAPD
(Wassenaar & Newell, 2000

6. Patogenia e inmunidad

Los esfuerzos realizados para definir el papel de los factores de virulencia especificos en la
enfermedad por Campylobacter se han visto frustrados por la carencia de un modelo animal
para estudiar la enfermedad. C. jejuni es la especie mejor estudiada. Aunque en esta especie se
han detectado adhesinas, enzimas citotoxicas y enterotoxinas, su papel especifico en la
enfermedad sigue estando mal definido. Esta claro que la probabilidad de enfermar esta
influida por la dosis infecciosa. Los microorganismos mueren cuando se exponen a los jugos
gastricos, por lo que las situaciones que disminuyen o neutralizan la secrecién de acidos
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favorecen la enfermedad. El estado inmunolégico del paciente afecta también a la gravedad del
cuadro. Las personas de una poblacion con tasas altas de endemicidad desarrollan
concentraciones detectables de anticuerpos séricos y secretores especificos y padecen una
enfermedad de menor gravedad. Los pacientes aquejados de hipogammaglobulemia tiene una
forma grave y prolongada de enfermedad por C. jejuni.

La enfermedad gastrointestinal por C. jejuni se caracteriza por la aparicién de una lesién
histolégica en la superficie mucosa del yeyuno, ileon y colon. Esta superficie mucosa aparece
ulcerada, edematosa y hemorragica, con abscesos en las criptas de las glandulas epiteliales e
infiltracién de la lamina propia por neutroéfilos, células mononucleares y eosinéfilos. El proceso
inflamatorio es compatible con la invasién del tejido intestinal por los microorganismos. Sin
embargo, no se ha podido establecer el papel preciso de las toxinas citopaticas, las
enterotoxinas y la actividad endotdéxica que se han detectado en las cepas de C. jejuni. Por
ejemplo, las cepas que carecen de actividad enterotéxica continlan conservando toda su
capacidad de virulencia. Se ha descrito una adhesina que interviene en la unién de los
microorganismos a la capa mucosa; sin embargo, las cepas carentes de adhesina, al igual que
las inmoéviles, son avirulentas.

Los campylobacters, ademas de la flagelina (componente proteico filamentoso del flagelo) y
como tipicas bacterias Gram negativas, también poseen antigenos somaticos en el
lipopolisacarido de la capa externa de su pared celular. En base a ello, se han descrito dos
esquemas de serotipificacion, el de Penner (HS) en base a los antigenos polisacaroideos O
termoestables, y el de Lior (HL) basado en complejos antigenos flagelares termolabiles.

Ciertos serotipos HS de C. jejuni, principalmente el 0:19 y 0:41, estan relacionados con
graves enfermedades neuroldgicas postinfecciosas tales como el Sindrome de Guillain-Barre. Se
cree que la patogenia de esta enfermedad tiene relacién con la reactividad cruzada existente
entre los oligosacaridos de Campylobacter y los glucoesfingolipidos que estan presentes en la
superficie de los tejidos neurales. Por tanto, los anticuerpos dirigidos frente a las cepas
especificas de Campylobacter pueden dafiar los tejidos neurales del sistema nervioso periférico.
Recientemente, se ha comprobado que el serogrupo O:19 constituye un grupo genéticamente
homogéneo y distinto de otras cepas de C. jejuni.

Las técnicas genéticas también han demostrado que ciertos grupos o tipos analizados
mediante PFGE tienen hospedadores especificos, y que determinados grupos o perfiles
definidos en base al antigeno flagelar estan asociados o bien al hombre o bien al pollo
(Wassenaar & Newell, 2000). En un futuro no muy lejano se podra esclarecer los serotipos o
genotipos potencialmente mas peligrosos para el hombre y los animales.

Mientras que C. jejuni y C. coli rara vez originan bacteriemia, C. fetus tiene tendencia a
diseminarse desde el aparato digestivo hasta el torrente sanguineo o focos distantes. Los
estudios in vitro han puesto de manifiesto que C. fetus es resistente al efecto bactericida del
suero mediado por el complemento y por los anticuerpos, mientras que C. jejuni y la mayoria de
las especies de Campylobacter mueren rapidamente. C. fetus esté recubierto de una proteina de
tipo capsular (proteina S) que evita el efecto bactericida del suero mediado por el complemento
(inhibicién de la unién de C3b a las bacterias). C. fetus pierde su virulencia cuando se elimina
esta capa proteica.

En general, aunque los factores de virulencia en Campylobacter no han sido descritos
claramente, si se han propuesto una serie de mecanismos para explicar la infecciéon causada por
este microorganismo:

— La morfologia y movilidad de Campylobacter juegan un papel importante para
desplazarse a través de la pared intestinal (van Vliet & Ketley, 2001), ya que para que
Campylobacter induzca problemas gastrointestinales tiene que ser capaz de colonizar el
intestino.

— El flagelo y mas concretamente su subunidad, la flagelina, son los factores de virulencia
mejor caracterizados (Grant et al., 1993). Se ha demostrado que células en las que el gen que
codifica para la flagelina ha sido manipulado, son incapaces de colonizar el epitelio, por lo que
ha quedado definida su importancia para la colonizacién. Actualmente se estd tratando de
desarrollar vacunas en ratén utilizando las proteinas del flagelo (Lee et al., 1999).

— La quimiotaxis, capacidad para detectar y desplazarse en funcién de gradientes
quimicos, es esencial para la colonizacién del intestino (Takata et al. 1992). En modelos
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animales, C. jejuni es atraido por mucinas, L-serina y L-fucosa, mientras que es repelido por las
sales biliares (Hugdahl et al. 1988).

— Una vez ha cruzado la pared tiene que adherirse a las células epiteliales del hospedador
e invadirlas, lo cual provoca dafio en las mucosas e inflamacién. Se han propuesto muchos
factores como posibles adhesinas de Campylobacter, pero todos los estudios parecen indicar que
realmente son el flagelo y otros lipopolisacaridos de membrana los que propician la adhesién
(Penn, 2001). Se ha especulado sobre la produccién de fimbrias, pero en el genoma de la cepa
tipo de C. jejuni no se ha encontrado claramente ningin gen candidato (Doig et al. 1996). A
continuacién tiene que introducirse dentro de la célula. Aunque el mecanismo invasivo no se
conoce perfectamente, parece que depende de la sintesis de proteinas especificas.

— Otro mecanismo de virulencia propuesto ha sido la produccién de toxinas. La actividad
citotoxica es probablemente el resultado de una o varias citotoxinas. En una revisiéon llevada a
cabo por Wassenaar (1997) se han reconocido al menos seis clases de toxinas diferentes.

— También se ha estudiado la capacidad de C. jejuni para adquirir hierro a través de
fuentes exdgenas, ya que el hierro facilita la colonizaciéon del intestino, siendo su limitacién un
sistema inespecifico de defensa del hospedador. No parece producir sus propios sideréforos, sin
embargo es capaz de utilizar sider6foros de otras bacterias y usarlos como transportadores de
hierro (Galindo et al., 2001). La bacteria requiere de 10-6 a 10-7 M de Fe2+ para sobrevivir.

— Como parte del proceso de colonizacién, Campylobacter debe ser capaz de expresar
factores que le protejan de los ambientes adversos que encuentre en el huésped (Purdy & Park
1994). El enzima superdxido dismutasa (SOD) protege a Campylobacter de la muerte
intracelular que pueden provocar los sistemas oxidativos durante la invasiéon epitelial
convirtiendo los superéxidos en perédxidos de hidrégeno (Purdy et al., 1999). Para defenderse de
la presencia de perdxidos esta bacteria cuenta con una catalasa (KatA) que convierte los
peroxidos en agua y oxigeno, y una alquil perédxido reductasa (TsaA) que reduce los alquil
hidroperéxidos a alcoholes. La respuesta al estrés (choque) térmico esta regulada por la
induccion de la expresién de unas proteinas (HSPs — Heat Shock Proteins) que actian como
termorreguladores (chaperonas) (Thies et.al. 1999).

7. Manifestaciones clinicas

En la actualidad, se reconocen como patdgenas la mayoria de especies de Campylobacter
(Tabla 4), destacando C. jejuni y C. coli como responsables de infecciones humanas (van Vliet &
Ketley, 2001). Las enfermedades producidas por Campylobacter son principalmente la
gastroenteritis y la septicemia. El periodo de incubacion es generalmente de 2 a 5 dias, aunque
puede llegar a ser de hasta 10 dias.

Tabla 4

Especies de Campylobacter implicadas en patologia humana
Especies Patologia mas frecuente
C. coli Diarrea
C. fetus Bacteriemia
C. hyointestinalis Diarrea
C. jejuni Diarrea
C. lan Diarrea
C. sputorum Abscesos pulmonares
C. upsaliensis Diarrea
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Las infecciones gastrointestinales por C. jejuni, C. coli y C. upsaliensis cursan generalmente
como una enteritis aguda con diarrea, malestar general, fiebre y dolor abdominal, aunque las
consecuencias clinicas de la infeccién son variables, dependiendo del sistema inmunitario del
huésped. El principal sintoma de la infeccion en humanos es una enterocolitis aguda,
indistinguible de otras gastroenteritis agudas. Los pacientes afectados pueden tener 10 o mas
deposiciones al dia durante el periodo de maxima actividad de la enfermedad, y las heces
pueden ser acuosas o viscosas con exudado inflamatorio, a veces incluso sanguinolentas en el
examen macroscopico. No son frecuentes los vomitos.

La duracion de la diarrea es variable, aunque normalmente suele ser inferior a una semana,
sin embargo el enfermo puede continuar eliminando bacterias a través de las heces durante
periodos prolongados de tiempo. La enfermedad suele ser autolimitada después de unos pocos
dias, si bien los sintomas pueden prolongarse a lo largo de 2-3 semanas. En ocasiones, el
espectro de manifestaciones clinicas engloba un fuerte dolor abdominal, que puede llegar a ser
de tal magnitud (especialmente en sujetos jévenes) que puede simular un cuadro de apendicitis
o0 peritonitis.

La dosis infectiva (DI) puede variar considerablemente, aunque entre 500 y 800 células
suelen ser suficientes para causar la enfermedad (Skirrow & Blaser, 2000). Estos valores
pueden diferir segun el tipo de vehiculo con el que se ingieran los microorganismos. Si se
ingieren con pequernias cantidades de agua después de la comida, las dosis minimas pueden ser
muy pequenas, entre 1-10 células. Sin embargo, si el vehiculo de transmisién son los alimentos,
las DI son mas elevadas. Los productos alimentarios que neutralizan los acidos gastricos (p. €j.,
la leche) reducen de forma importante la dosis infecciosa necesaria para el establecimiento de
la infeccién.

La progresion de la bacteria a la sangre puede formar parte de la patogénesis de la infecciéon
en las etapas tempranas del cuadro, pudiendo originar ocasionalmente cuadros de bacteriemia
(1,5 casos por 1.000 infecciones intestinales debidas a C. jejuni y C. coli). Se la asocia también
con el sindrome de Reiter que cursa con uretritis, artritis y conjuntivitis.

Aunque no es habitual (alrededor de una de cada 1.000 infecciones diagnosticadas), en
ocasiones pueden aparecer complicaciones graves como el sindrome de Guillain-Barré, principal
causa de paralisis neuromuscular. Es una alteracién autoinmunitaria del sistema nervioso
periférico que se caracteriza por un proceso de pérdida de fuerza simétrica a lo largo de un
periodo de varios dias, mientras que la recuperacion necesita semanas o meses. Este sindrome
se ha relacionado con algunos serotipos especificos, especialmente el 0:19 en EE.UU. y en el
Japon (Kuroki et al.,, 1993) y el O:41 en Sudafrica (Lastovica et al., 1997). En Europa, la
correlacién con determinados serotipos es menos clara (Endtz et al., 2000).

C. fetus es una bacteria muy frecuente en infecciones de animales, sobre todo ovejas y vacas.
A diferencia de C. jejuni, los cuadros entéricos en el hombre por este microorganismo son
mucho mas raros, aunque C. fetus subsp. fetus también puede causar infecciones muy severas.
C. fetus es responsable de producir infecciones sistémicas como bacteriemia, tromboflebitis
séptica, artritis, aborto séptico y meningitis. Casi siempre tiene caracter oportunista, afectando
principalmente a personas de edad avanzada y pacientes debilitados, como los que presentan
hepatopatias, diabetes, mellitus, alcoholismo crénico o neoplasias. En la forma de presentaciéon
mas frecuente de C. fetus, el paciente experimenta inicialmente gastroenteritis que es seguida
por septicemia con diseminacién a multiples érganos.

En ganado bovino C. fetus subsp. venerealis es el agente causal de campylobacteriosis
venérea. El organismo coloniza asintomaticamente la cripta epitelial del pene y prepucio de los
toros. La infeccién es transmitida a las vacas durante el coito, infectando las glandulas
uterinas. El resultado puede ser la infertilidad, aunque en ocasiones se produce el aborto,
generalmente suele ocurrir entre el 5°y el 6° mes de embarazo. La respuesta inmune elimina la
infeccidén pero la bacteria puede permanecer en la vagina durante afos, y como consecuencia,
un nuevo toro puede infectarse. C. fetus subsp. fetus también se ha aislado del intestino bovino,
y si la bacteriemia sigue a la ingestiéon de C. fetus subsp. fetus durante los tres Gltimos meses
del embarazo, suele producirse el aborto, sin embargo, el organismo no se transmite
venéreamente.
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8. Tratamiento, prevencion y control

La gastroenteritis por Campylobacter es tipicamente una infeccién autolimitada que se trata
mediante la reposicién de los liquidos y de los electrolitos que se han perdido. El tratamiento
antibiético se puede usar en los pacientes con infecciones graves o con septicemia.
Campylobacter es sensible a una amplia variedad de antibiéticos, como los macrdlidos
(eritromicina, azitromicina, claritromicina, etc.), las tetraciclinas, los aminoglucésidos,
cloranfenicol, fluoroquinolonas, clindamicina, amoxicilina/acido clavuldnico e imipenem. La

mayor parte de las cepas es resistente a las penicilinas, las cefalosporinas y las sulfamidas.
La eritromicina es el antibidtico de eleccion para el tratamiento de la enteritis, y las
tetraciclinas o las quinolonas se administran como farmacos de segunda eleccién. La resistencia
a las fluoroquinolonas ha aumentado considerablemente, llegando a alcanzar cifras de hasta un
40% de cepas resistentes, por lo que estos farmacos pueden ser menos eficaces. Como
consecuencia, desde el afio 2005 esté prohibido en EE.UU. la administracién de ciprofloxacino a
los pollos (Medalla et al., 2007). Segtn un estudio realizado en 8 paises de la Unién Europea
sobre susceptibilidad antimicrobiana de cepas de C. jejuni en animales en el periodo 2002-2003,
se comprobd que Espaiia es el pais donde un mayor porcentaje (85%) de cepas de C. jejuni
presentan resistencia al ciprofloxacino (Simjee et al., 2007).

En los ninos pequenos se ha utilizado amoxicilina/acido clavulanico en lugar de las
tetraciclinas, que estdn contraindicadas. Las infecciones sistémicas se tratan con
aminoglucésidos, cloramfenicol o imipenem.

La exposicion a Campylobacter entérico se previene con la preparaciéon correcta de los
alimentos (fundamentalmente de las aves de corral), evitando los productos lacteos sin
pasteurizar, y con la mejora de las medidas preventivas para evitar la contaminaciéon de los
depodsitos de agua. Es improbable que se pueda llegar a eliminar el estado de portador de
Campylobacter en los reservorios animales, como las gallinas y los pavos, por lo que persiste el
riesgo de infecciones a partir de ellos.

Recientemente, se esta trabajando en el desarrollo de un método de control de esta bacteria
patogena, presente sobre todo en productos avicolas. Una de las principales motivaciones de la
investigacién responde a la importancia de la lucha de patégenos en el primer eslabéon de la
producciéon ganadera, en este caso en las granjas avicolas. Y es que segun datos recientes de las
principales autoridades de Seguridad Alimentaria de la UE y de EE.UU. la incidencia de
infecciones por Campylobacter sigue siendo alta, y crece la preocupacién ademaés porque el
patbégeno también ha empezado a demostrar resistencias a determinados antibiéticos comunes,
entre los que se encuentran las fluoroquinolonas como se ha comentado anteriormente. Segin
un informe de la EFSA (European Food Safety Authority) presentado a principios de 2007
sobre las resistencias a antibiéticos procedentes de animales de granja y alimentos de origen
animal, el 80% de las bacterias testadas fueron resistentes a antibidticos usados para tratar
enfermedades en humanos.

El trabajo consiste en utilizar virus que atacan y destruyen la bacteria de forma especifica,
sin efectos en otras bacterias u organismos y sin necesidad de usar antibidticos. La
investigacion ha empezado centrandose en identificar determinados virus bacteriéfagos
especificos, que infectan sélo a bacterias, para eliminar Campylobacter de las aves de corral.
Estos primeros resultados, podrian ayudar a reducir de forma significativa la posible
contaminacién y el riesgo alimentario. Los expertos han aislado primero varios bacteriéfagos
capaces de infectar y eliminar la bacteria C. jejuni de las heces de las aves. Ademas, han
utilizado estos mismos bacteriéfagos para tratar a los animales ya infectados.

Las medidas de control de la campylobacteriosis deben ser de tipo general dirigidas a
reducir la presencia de estas bacterias en alimentos de origen animal, implantando sistemas de
APPCC, bloqueando las rutas de transmisién desde los animales al hombre o inactivandolas
antes de que lleguen al supermercado. Es importante cocinar correctamente los alimentos de
origen animal, no comer carne cruda, ni consumir leche sin pasteurizar, asi como evitar la
contaminacién cruzada, factor este tltimo de enorme importancia en la cadena epidemiolégica.
Los respectivos gobiernos, a través de los medios de comunicacién, deberian contribuir a la
educaciéon sanitaria del publico en general, y especificamente en el manejo del pollo y otras
carnes en la cocina.
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9. Diagnéstico de laboratorio

Debido a la escasa resistencia de estas bacterias a condiciones ambientales hostiles, la tasa
de aislamiento estd muy influenciada por la técnica empleada, la naturaleza de la muestra, el
numero de microorganismos presentes en la misma y el estado fisioldgico en que se encuentren.

a) Microscopia

El género Campylobacter se compone de microorganismos delgados que no pueden
observarse con facilidad cuando se tifien las muestras. Las células, con sus caracteristicos
movimientos rapidos, se pueden detectar en un microscopio de campo oscuro o de contraste de
fase en muestras recogidas en fresco; sin embargo, estos exdmenes no se suelen efectuar. Los
microorganismos presentes en las muestras en cultivo aparecen como bacilos pequefios y curvos
que se disponen de manera aislada o en parejas con los extremos juntos (de manera semejante
a las alas de una gaviota o con forma de S).

b) Cultivo

Cuando se sospecha que el nimero de microorganismos presentes en la muestra es muy
bajo, se debe incluir un paso previo de concentracién de las células, mediante métodos de
filtracién. En ocasiones, y con el fin de recuperar las bacterias que pudieran encontrarse en
condiciones subletales a causa del procesado de la muestra, tales como refrigeracién o
congelacién, esta debe ser sometida a un preenriquecimiento en caldo nutritivo no selectivo
durante un periodo corto de tiempo (2-4 h) a 37°C en condiciones de aerobiosis (Humphrey,
1989).

Tras esta etapa previa de incubacién se realiza un enriquecimiento en caldo selectivo que se
incuba durante 48 h a 42°C bajo una atmdsfera con 5% de oxigeno, 10% de CO2 y 85% de
nitrégeno. En las dltimas décadas se han descrito numerosos medios de enriquecimiento. Entre
los medios de enriquecimiento més utilizados destacan el caldo Preston (Bolton & Robertson,
1982) y caldo CCD modificado (CCDm) (Hutchinson & Bolton, 1984). El caldo Preston puede
resultar beneficioso en muestras donde es posible encontrar varias especies de Campylobacter
(Madden et al., 2000). Sin embargo, con este medio se consiguen menos aislamientos que con el
caldo CCDm pero es mas selectivo frente a la biota acompariante. Recientemente, se ha descrito
un nuevo caldo de enriquecimiento sin sangre (BFEB), que da buenos resultados en el
aislamiento de C. jejuni tras incubacion en aerobiosis a 42°C (Tran, 1998).

Los medios selectivos se basan en la combinacién de antibidticos (especialmente
cefoperazona, cicloheximida, trimetoprim y vancomicina) para inhibir el crecimiento de la
microbiota acompanante. Sin embargo, existen algunas cepas de Campylobacter sensibles a
ciertos antibidticos y no se ha descrito todavia ninguna combinaciéon capaz de permitir el
aislamiento de todas las especies (Tenover & Fenell, 1991). El uso de determinados antibidticos
selectivos y elevadas temperaturas de incubacion puede inhibir el crecimiento de especies mas
sensibles y menos comunes de Campylobacter, como pueden ser C. hyointestinalis, C.
upsaliensis o C. mucosalis. Ademas, muchas de estas especies son de crecimiento lento y
requieren periodos de incubacién mas largos para su aislamiento. Puesto que los
campylobacters son sensibles al perdxido de hidrégeno y a los aniones superdxido que se
producen en los medios, se suelen también incluir también sangre de oveja o caballo, y un
suplemento de crecimiento, formado por sulfato ferroso, metabisulfito sédico y piruvato sédico,
con el fin de neutralizar estos productos toxicos y aumentar la aerotolerancia de los
organismos.
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Tras la fase de enriquecimiento se realiza una siembra en medios sélidos selectivos. Desde
que Skirrow (1977) describi6 el primer agar selectivo y hasta la actualidad, son muchos los
medios descritos con los que se estudia la capacidad de recuperar campylobacters a partir de
muestras fecales, alimentos o aguas, tanto directamente (sin enriquecer) como tras un
enriquecimiento en medio liquido. El agar base puede ser agar sangre n° 2, agar Brucella, agar
Columbia o agar base para Campylobacter, suplementados con un 5-7% de sangre desfibrinada
de oveja o caballo y el suplemento antibiético correspondiente. Entre los numerosos medios
descritos en bibliografia, los mas utilizados son el agar Butzler (Lauwers et al., 1978), el agar
Blaser-Wang (Blaser et al., 1980) y el agar Preston (Bolton & Robertson, 1982). Otro medio
muy utilizado es el agar CCDA modificado (CCDAm) (Hutchinson & Bolton, 1984), que no lleva
sangre y como suplemento antibiético lleva cefoperazona. Recientemente, la casa comercial
Biomérieux ha desarrollado un nuevo medio de cultivo (CampyFood ID) listo para usar que
permite la facil deteccion de Campylobacter en productos alimenticios y muestras
medioambientales. Este medio contiene una combinacién especifica de un indicador de color y
antibidticos que hace que las colonias que se forman sobre el agar transparente adquieran un
color rojo-naranja, con lo que es muy facil distinguirlas.

También se ha usado su pequeno tamano (0,2-0,5 pm de didmetro) para recuperar las
bacterias por filtracién de las heces. Estos microorganismos pasan a través de filtros de 0,45
um, mientras que otras bacterias quedan retenidas. Este método se ha empleado también para
demostrar que C. upsaliensis producia gastroenteritis en el ser humano y enfermedad en perros
y gatos domésticos. Sin embargo, la filtracién de las muestras de heces es un procedimiento
engorroso que no se utiliza en la mayoria de los laboratorios clinicos.

Aunque las normativas vigentes rara vez exigen las pruebas sobre campylobacters, las
empresas agroalimentarias tienen la responsabilidad de adoptar las medidas de seguridad
necesarias para garantizar la seguridad de los alimentos que producen. La Direccién Europea
para la Seguridad Alimentaria recomienda utilizar un plan de vigilancia para reducir el riesgo
relativo a la infeccién por campylobacters. De hecho, en el afo 1995 se aprob6 la norma
internacional ISO 10272:1995 para el aislamiento e identificacion de las especies
termotolerantes del género Campylobacter en muestras ambientales. Esta norma, que ha sido

recientemente modificada (ISO 10272-1:2006), se basa en un enriquecimiento previo de las
muestras en caldo Bolton a 37°C de 4-6 h en condiciones de microaerofilia y posteriormente a
41.5°C durante un periodo de tiempo de 44 + 4 h, seguido de la siembra en dos medios de
cultivo diferentes, agar mCCD y en otro medio selectivo (agar Preston, agar Skirrow, o agar

Karmali). Las placas se incuban en microarerofilia a 41.5°C durante un periodo de tiempo de
44 + 4 h. Posteriormente, se seleccionan las colonias sospechosas de cada medio para su
identificaciéon. Se siembran en agar Columbia suplementado con sangre desfibrinada de oveja
estéril y se incuban de 24 a 48 h a 41.5°C. Finalmente, a partir de los cultivos puros se realizan
tinciones Gram y pruebas de crecimiento microaeréfilo a 25°C, crecimiento aerdbico a 41.5°C, y
presencia de la enzima oxidasa. Adicionalmente, y con la finalidad de diferenciar entre las
cuatro especies termotolerantes (C. jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis) la norma recomienda
realizar las siguientes pruebas: catalasa, sensibilidad al acido nalidixico y cefalotinas, hidrélisis
del hipurato y del indoxil acetato (Tabla 5).

Tabla 5
Caracteristicas de las especies termotolerantes de Campylobacter

Pruebas C. jejuni C.coli C.lari C. upsaliensis
Catalasa + + + - 0 débil

Acido nalidixico S S R/S S

Cefalotinas R R R S

Hidrélisis hipurato + -

Indoxil acetato + + - +
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¢) Identificaciéon bioquimica

La identificacién preliminar de las cepas se basa en el crecimiento en unas condiciones
seleccionadas y en su caracteristica morfologia microscépica. La identificacion definitiva a nivel
de especie se realiza habitualmente mediante métodos fenotipicos aunque suele ser
problematica puesto que, dada su aparente inercia bioquimica, existe un nimero limitado de
caracteristicas que discriminen adecuadamente entre las distintas especies. Segun estudios
realizados, la reproducibilidad de determinadas pruebas bioquimicas utilizadas en la
identificacién de estos microorganismos, es cuestionable y depende de factores como el medio
base utilizado, la concentracién del inéculo o la metodologia empleada (On, 1996). Las pruebas
bioquimicas recomendadas para la diferenciacién de especies de Campylobacter son:

— Detecciéon de la actividad catalasa. Se cuestiona la validez de esta prueba al aparecer
referencias acerca de la existencia de cepas de C. jejuni (descrito como catalasa positivo)
débilmente positivas o negativas (Hernandez et al., 1991).

— Reduccién de nitratos.

— Produccién de ADNasa.

— Produccién de H2S.

— Hidrdlisis del hipurato. Esta prueba se ha utilizado como rasgo diferencial de las cepas de
C. jejuni (hipurato positivas) y C. coli (hipurato negativas) cuestionandose la validez de esta
prueba al existir referencias acerca de la aparicién de cepas de C. jejuni hipurato negativas
(Engvall et al., 2002).

— Hidrdlisis del indoxil acetato. Esta prueba se utiliza en la actualidad para diferenciar C.
coli de Helicobacter pullorum, que son indoxil acetato positiva e indoxil acetato negativa,
respectivamente.

— Hidrélisis de la caseina, lecitina, tirosina, y produccién de pigmento a partir de la tirosina.
Pruebas de crecimiento a distintas temperaturas 4°C, 15°C, 25°C, 30°C, 37°C y 42°C.

— Susceptibilidad a antibidticos. El método empleado puede ser el de difusién en disco o en
agar.

— Pruebas de tolerancia a distintos agentes: glicina, NaCl (1,56%), clorhidrato de
trimetilamina-n-oxido (TMAOQO), fumarato. Crecimiento en medio con safranina, bilis al 1,5%
y 2,0%, cristal violeta 0,00005%, fuchsina bésica 0,005%, cloruro de sodio 0,05%,
desoxicolato sodico 0,1%.

— Crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis. Esta es una de las pruebas mas importantes a la
hora de diferenciar los dos géneros de la familia Campylobacteraceae ya que las especies
del género Arcobacter se agruparon debido a su aerotolerancia, mientras que las especies
del género Campylobacter son microaerdfilas, tolerando concentraciones de oxigeno de 5 a
10% y de anhidrido carb6nico de 1 a 10%. La tolerancia al oxigeno puede variar de unas
especies a otras e incluso de unas cepas a otras, apareciendo una adaptacién de estos
microorganismos a un metabolismo aerobio tras permanecer en placas de agar sangre en
presencia de aire durante periodos prolongados (Jones et al., 1993).

— También se ha desarrollado un sistema comercial para la identificacién de Campylobacter a
nivel de especie llamado API-Campy (Biomérieux), sistema que utiliza 21 pruebas distintas
y distingue 18 grupos taxonémicos. Este sistema presenta ciertos problemas para la
identificacién de ciertas cepas de Campylobacter, y ademas en el caso de Arcobacter, el
sistema solo identifica la especie A. cryaerophilus.

En general, la identificacién de estos microorganismos mediante pruebas bioquimicas es
muy complicada. Algunas cepas presentan propiedades anémalas, como es el caso de cepas de
C. jejuni hipurato negativas. Ademads, ciertas pruebas dan resultados inconsistentes para
algunas especies, por ejemplo la producciéon de H2S en el medio TSI para C. jejuni, C. coli, C.
lari, C. concisus, C. hyointestinalis y C. sputorum. Algunas de sus caracteristicas pueden variar
en funcién de la edad del cultivo y de las condiciones en que se realiza la prueba. Ademas, los
resultados no son siempre evaluados objetivamente, ya que en ocasiones los resultados de las
muestras desconocidas se comparan mediante la utilizacién de tablas con los de especies
conocidas (On, 1996). Sin embargo, son métodos baratos y de facil manejo, y continian siendo
los mas utilizados para su identificacién.
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d) Identificacion seroléogica

La deteccién con anticuerpos se usa en la mayoria de los casos como prueba confirmatoria de
la presencia de Campylobacter en muestras clinicas o de alimentos. El inmunoensayo requiere
el cultivo previo de la bacteria para poder aislar los antigenos especificos. Los antigenos seran
testados en un reactivo que contendra los anticuerpos monoclonales especificos de
Campylobacter inmovilizados en latex y la apariciéon de un precipitado indicar4 la presencia del
complejo antigeno-anticuerpo.

Existe una gran variedad de sistemas comercializados basados en esta técnica: Campyslide
system (BBL) que detecta Campylobacter a nivel de género, Meritec-Campy system (Meridian
Diagnostics) detecta C. coli, C. jejuni y C. lari, el sistema Microscreen method (Mercia
Diagnostics) parece ser el mas sensible, detectando hasta 10 veces menor numero de
campylobacters.

El inmunoensayo sobre filtros de membrana hidrofébicos ademaés de permitir la deteccién de
Campylobacter con anticuerpos monoclonales y policlonales, permite el recuento de los mismos
sobre la membrana (Wang et al., 2000).

El uso de anticuerpos marcados con colorantes fluorocromaticos facilita la deteccién de
Campylobacter en muestras ambientales, tales como las aguas y las biopeliculas (Buswell et al.,
1998).

A pesar de la rapidez de esta técnica, en la mayoria de casos existe la posibilidad de
reacciones cruzadas y de falsos positivos. En un estudio de 11 sistemas comerciales de ELISA y
uno de aglutinacién de latex, se encontré una sensibilidad del 85% para todos y una
especificidad del 79% (Dunn et al., 1997).

e) Identificacion genética

La eleccién de un medio apropiado, los requerimientos gaseosos, el tiempo necesario para su
crecimiento y la pérdida de cultivabilidad debido a las condiciones de estrés, son los principales
problemas derivados de la utilizacién de los métodos culturales para la deteccién de
campylobacters. Para evitar las limitaciones de la deteccion de patdégenos por métodos
tradicionales, varias técnicas han incorporado el analisis de los acidos nucleicos de las células
bacterianas. En la ultima década, estas técnicas moleculares, tales como la hibridacién “in
situ”, las basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o la secuenciaciéon, han
revolucionado todos los campos de la Microbiologia, aplicandose como métodos de diagndstico

mas rapidos y especificos para la deteccién de bacterias.

Hibridacién in situ (FISH)

Esta técnica, basada en la hibridacién directa de la bacteria con una sonda complementaria
de una regién del 16S o 23S ARN ribosémico, es una excelente herramienta para la deteccidn,
ya que cada individuo posee un numero elevado de copias de moléculas de ARN ribosémico a la
que se puede unir la sonda, produciendo una amplificacién de la senal. Este método presenta
las ventajas sobre otros, tales como la hibridacién de ADN y la deteccién con anticuerpos, de no
necesitar el cultivo previo de la bacteria, ni la extraccion de los acidos nucleicos y no es habitual
la hibridacién inespecifica con otras bacterias presentes en la muestra, dando como resultado
falsos positivos (On, 1996). Ademas, no parece que existan sustancias inhibidoras que dificulten
la hibridacion. Mediante la técnica FISH podemos obtener informacién que no nos ofrecen otros
métodos, como son la morfologia, el nimero y la distribucién espacial de la bacteria en el medio
en el que se encuentra.

Recientemente esta técnica ha sido validada junto con otras también basadas en la
utilizacion de fluorocromos, para determinar la viabilidad bacteriana, ya que el contenido en
ribosomas de una bacteria parece que esta directamente relacionado con la misma (Nilsson et
al., 2002).
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La mayor limitacién del método es la sensibilidad, en funcién de la propia sonda y de la
matriz donde estemos hibridando, ya que en muchos casos matrices complejas hacen necesario
un tratamiento previo de la muestra. El medio utilizado para el crecimiento bacteriano, los
métodos de fijacién de la bacteria y los agentes utilizados para embeber la muestra antes de
visualizarla parece que ejercen una importante influencia en la intensidad de la senal. La
accesibilidad de la sonda al ARNr es distinta segin la molécula de ARN de la que se trate (23S
0 16S) y la zona del mismo de la que sea complementaria, lo que hay que tener en cuenta para
el disefio de la sonda (Fuchs et al., 2001). En estos tGltimos afios se han desarrollado numerosos
métodos para solucionar este problema, incrementando la sefial hasta 20 veces mediante una
reaccién enzimatica de amplificacién (Schonhuber et al., 1997), aunque parece que las sondas
marcadas mediante este sistema presentan mayores problemas de penetracién en la célula.

Esta técnica FISH con sondas ARNr ha sido empleada en nuestro laboratorio para la
deteccion e identificacién de Arcobacter, Campylobacter y Helicobacter pylori a partir de
muestras de agua y fangos, demostrando ser un método muy sensible, rapido y con un enorme
potencial. No detecta la presencia de células no viables, con lo cual es insensible a falsos
resultados positivos. (Moreno et al. 2003a,b). Puede, por tanto, constituir una alternativa
rapida a los métodos culturales para detectar células de Campylobacter directamente en las
aves (Moreno et al., 2002).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se han descrito varios métodos basados en la PCR para la detecciéon e identificaciéon de
Campylobacter (Gonzalez et al.,, 2006a). La mayoria se basan en la amplificacién de un
fragmento o del gen completo de la flagelina o los genes ribosémicos. Se ha utilizado tanto para
la detecciéon en alimentos (Moreno et al., 2001), en aguas (Diergaardt et al., 2004) y en
muestras clinicas (Sinha et al., 2004).

En la industria alimentaria todavia no se utiliza la PCR como una técnica de rutina, debido
sobre todo al coste econdémico, pero cada vez hay més estudios que la reafirman como la técnica
del futuro de la Microbiologia de Alimentos. Sin embargo, la matriz de los alimentos puede
contener sustancias inhibitorias, con un efecto importante en la actividad de la Taq polimerasa
(Hernandez et al., 1995a), como son la hemoglobina, la urea, compuestos fenélicos, grasas o
iones Ca2+. Ademas, los niveles de contaminacion bacteriana en alimentos suele ser mas bajos
que en muestras clinicas (Giesendorf et al., 1993), por lo que las muestras deben enriquecerse
en un paso previo a la extracciéon de ADN antes del andalisis por PCR (Moreno et al., 2001).

En los ultimos afos se han descrito nuevas técnicas basadas en modificaciones de la PCR
convencional, asi como otras en las que se combina con otras técnicas, como la hibridacion o la
inmunocaptura. La PCR anidada ha sido empleada para detectar C. jejuniy C. coli en muestras
ambientales (Wang et al., 2002). La PCR multiple se ha utilizado para diferenciar entre C.
jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, y C. fetus subsp. fetus (Wang et al., 2002). En nuestro
laboratorio la hemos aplicado para la deteccion de especies de Campylobacter en muestras de
pollo (Gonzalez et. al., 2006b). También se ha descrito un método en el que se combina la
inmunocaptura con la PCR. Docherty et al. (1996) utilizaron esta técnica para la deteccién de

un namero inferior a 25 u.f.c./g de Campylobacter en muestras de leche o carne de ave en
menos de 30 h. Otra técnica disefiada por Lamoureux et al. (1997) se basa en la inmovilizacién
de un fragmento amplificado del 23S ARNr a una placa con micropocillos y la posterior
hibridacién con una sonda de ADN especifica, marcada con fluorocromos.

Recientemente el proceso de PCR se ha automatizado, permitiendo ademas la cuantificaciéon
de los productos de amplificacién en tiempo real. Esta nueva técnica conocida como “PCR a
tiempo real” (Real-Time PCR) no requiere el analisis posterior de la muestra, evitando
contaminaciones y minimizando el tiempo de andlisis de las muestras (Nogva et al., 2000). La
técnica ha sido utilizada por Lund et al. (2004) para detectar especies termotolerantes de
Campylobacter en heces de pollo en menos de 4 h.
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10. Sistemas de tipificacion

El objetivo de los estudios de tipificacion es averiguar si dos o més cepas tienen el mismo
origen, es decir, si estdn clonalmente relacionadas. Esto supone una herramienta
epidemiolégica muy valiosa, especialmente para poder determinar las rutas y fuentes de
transmisién de infecciones humanas, identificar y controlar, tanto temporal como
geograficamente, cepas concretas con importantes caracteristicas fenotipicas, 6 desarrollar
estrategias para controlar estos organismos dentro de la cadena alimentaria.

Es complicado determinar con exactitud la ruta epidemiolégica de las cepas de
Campylobacter que causan infecciones en humanos, fundamentalmente porque es una bacteria
ubicua del ambiente, son esporadicos los casos de infecciones que provoca, y bastante raros los
brotes.

Existen numerosos métodos de tipificacién, tanto fenotipicos como genotipicos, aplicables a
Campylobacter, aunque lo mas recomendable en estudios epidemioldgicos es utilizar una
combinacién de ellos (Patton et al., 1991).

Entre los fenotipicos destacan la bio-, sero- y fagotipificacién. Se ha estudiado la utilidad de
estos tres sistemas para la caracterizaciéon subespecifica de cepas termotolerantes de
Campylobacter aisladas de higado de cerdo (Moore & Madden, 2003). También se ha
desarrollado una técnica que combina la serotipificacién con la fagotipificaciéon (Frost et al.,
1999). Este método ha sido utilizado para tipificar cepas humanas de Campylobacter en el
Reino Unido (Newell et al., 2000). Recientemente, el analisis de serotipos y fagotipos han sido
incluidos, junto con sistemas genotipicos, en estudios comparativos de métodos de tipificacién
para C. jejuniy C. coli (Hopkins et al., 2004).

En el otro extremo estan los métodos genotipicos, que por lo general presentan mayores
niveles de discriminaciéon (Petersen & On, 2000), pero que en algunos casos carecen de la
estandarizacién necesaria, por lo que los resultados obtenidos por un laboratorio no pueden ser
facilmente comparados con los de otro, lo que dificulta su utilidad en investigaciéon

epidemiolégica. Para solucionar este problema, se esta trabajando en un proyecto a nivel
europeo, y actualmente existe una red de trabajo denominada CAMPYNET (“A network for the
standarisation and harmonisation of molecular typing methods for campylobacters”,
http:/www.svs.dk/campynet), cuyo principal objetivo es la estandarizacién y armonizacién de
los métodos genotipicos para el estudio epidemiolégico de Campylobacter. Entre los multiples
métodos de genotipificacion, CAMPYNET recomienda para Campylobacter, el andlisis de
polimorfismos del gen flaA (PCR-RFLP), y los andlisis PFGE y AFLP. Actualmente, este grupo
esta trabajando en la estandarizacién de la ribotipificacién y la técnica RAPD.

Dada las estrechas relaciones fenotipicas y genotipicas de los diversos grupos de cepas de
Campylobacter, CAMPYNET esta preparando un set estandar de 100 cepas de C. jejuni y C.coli
que estara disponible internacionalmente para poder asi comparar y homologar los estudios
epidemiolégicos.

Al igual que en otras bacterias, también en Campylobacter se ha detectado inestabilidad
genética, concretamente en los genotipos de la flagelina. Esto puede ser debido a cuatro
posibles mecanismos: (1) recombinaciones dentro de los genes de la flagelina duplicados, (i1)
adquisicion de ADN extracelular mediante transformacién, (ii1)) recombinacién de ADN
programada, y (iv) recombinacién aleatoria a escala gendmica. En general, el subcultivo, la
congelacién o el almacenamiento de las cepas no afecta al genotipo (Wassenaar & Newell,
2000).

Métodos fenotipicos
Biotipificacion

A lo largo de los afios se han propuesto muchos esquemas de biotipificacion basados en un
numero determinado de pruebas bioquimicas. Asi, Charlier et al. (1974) clasificaron varias
especies de Campylobacter con 10 pruebas bioquimicas, mientras que Skirrow y Benjamin
(1980) introdujeron un esquema para distinguir C. jejuni, C. coli y C. lari que incluia las
siguientes pruebas: crecimiento a 25°C, sensibilidad al 4cido nalidixico, hidrdlisis del hipurato y

produccién de sulfhidrico en un medio con hierro. Este esquema es habitualmente empleado
para el trabajo rutinario (Wareing et al., 2002).
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Otro de los métodos mas utilizados por su sencillez y rapidez es el esquema de Lior (1984),
que se basa en la combinacién de las siguientes pruebas: hidrélisis del hipurato, produccién de
H2S e hidrélisis del ADN. Estas pruebas diferencian entre C. jejuni, C. coli y C. lari,
determinando cuatro biotipos de C. jejuni, dos de C. coli y dos de C. lari.

Penner (1988) propuso un esquema con movilidad, oxidasa, crecimiento a 37°C, catalasa,
ureasa, produccién de sulfhidrico, reduccién de nitratos, hidrélisis del hipurato, del indoxil
acetato, susceptibilidad al acido nalidixico y a la cefalotina e hidrélisis de ADN. Tenover y
Fennell (1991) recomendaban las pruebas de tolerancia a distintos agentes: tolerancia a un 1%
de glicina, tolerancia al NaCl, crecimiento en condiciones anaerdbicas en presencia de
clorhidrato de trimetilamina-n-6xido (TMAQO) y crecimiento anaerdbico en presencia de
fumarato. Goossens y Butzler (1992) recomendaron las pruebas siguientes: deteccién de la
citocromo-oxidasa, deteccion de la actividad catalasa, reduccién de nitratos, produccion de H2S,
hidrélisis del hipurato, hidrélisis del indoxil-acetato y crecimiento a 25°C y a 42°C. Otro
esquema fue el propuesto por Burnens y Nicolet (1993) con tres pruebas bioquimicas (actividad
arilsulfatasa y pirazinamidasa, y susceptibilidad a la polimixina B) para diferenciar entre cepas
de Campylobacter, Arcobacter y Helicobacter.

Posteriormente, On y Holmes (1995) disefiaron un esquema computerizado que incluia el
analisis de 67 caracteres fenotipicos de Campylobacter, Helicobacter y otros géneros
relacionados taxondémicamente. Este esquema resulté ser una valiosa herramienta para la
identificacién a nivel de especie y subespecie en la mayoria de las cepas estudiadas. Sin
embargo, para poder aplicarlo de forma rutinaria, ademds de realizar un nimero elevado de
pruebas, es necesario disponer de la base de datos y de la experiencia suficiente para realizar el
analisis numérico de los resultados y la interpretacion de los mismos (On, 1996).

Serotipificacion

En la década de los 80 se aceptaron dos esquemas para la serotipificaciéon de
campylobacters, que podian ser usados de forma separada o conjuntamente (Penner, 1988).

El esquema de Penner (Penner & Hennessy, 1980) se basa en la utilizacién de antigenos
solubles y termoestables (HS), que posteriormente se confirmé que eran los antigenos sométicos
O, en una prueba de hemoaglutinaciéon pasiva. Utilizando este sistema encontraron 60
serotipos diferentes, 42 entre cepas de C. jejuni y 18 de C. coli. Se ha demostrado que el
determinante de la especificidad de este esquema es el lipopolisacarido de la pared bacteriana
(Preston & Penner, 1987).

Por el contrario, el esquema de Lior (Lior et al., 1982) detecta variaciones en los antigenos
termolabiles (HL) mediante una prueba de aglutinacién en portaobjetos. Estos autores
diferenciaron 108 serotipos: 63 de cepas de C. jejuni, 37 de C. coli y 8 de C. lari. Es un sistema
de identificacion facil y rapido, con la ventaja de poder caracterizar la mayoria de las cepas,
aunque pueden aparecer reacciones cruzadas. La naturaleza molecular del serodeterminante
en esquemas de tipificacion termolabiles no se ha determinado.

El esquema de Penner es el mas extendido y ha sido usado como base de un nuevo sistema
desarrollado en el Reino Unido (Frost et al., 1998) en el que se detectan los antigenos O por
aglutinacién directa de las células. Los principales problemas de estas técnicas, como son la
falta de reproducibilidad debido a las variaciones en los eritrocitos (Owen & Gibson, 1995) y las
reacciones inespecificas, han sido subsanados en este sistema por medio de la aglutinaciéon

directa y la incubacién a 50°C, respectivamente. El resultado de este esquema es la
identificacién de 47 serotipos de C. jejuni y 15 de C. coli, aunque ciertos estudios indican que
mas de un 40% de cepas aisladas de aves del Reino Unido no son tipificables por este método
(Newell et al., 2000). Esta falta de reactividad serolégica es esperable si tenemos en cuenta que
estos patrones fueron definidos en base a las cepas de campylobacters que existian a principios
de los afnios 80 en el area de Canad4, sin embargo a lo largo de estos afios ha existido un flujo
constante de nuevos tipos y especies.

En general, el andalisis de los serotipos es una técnica util en estudios epidemioldgicos de
campylobacters, aunque en ocasiones carece de suficiente poder discriminatorio y muchas cepas
no pueden ser serotipificadas. La mayoria de los métodos genotipicos tienen un porcentaje de
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tipificacién muy superior a la de la caracterizacién serolégica. En general, las cepas de un
mismo serotipo no son siempre similares genéticamente, asi la mayoria de los serotipos de C.
jejuni y C.coli engloban cepas de genotipos muy heterogéneos, ademéas de existir grupos de
cepas pertenecientes a diferentes serotipos que estan genéticamente relacionadas.

Fagotipificacion

Este sistema estudia la actividad litica de ciertos bacteriéfagos sobre los campylobacters. Un
fagotipo se define como dos 0 mas aislamientos no relacionados epidemiolégicamente que dan el
mismo patrén de reaccidén con el fago a infecciones causadas por Campylobacter. En muchos
casos se emplea como una extensién de la serotipificacién, debido a la gran cantidad de cepas
pertenecientes al mismo serotipo y otras muchas que no pueden ser tipificadas y, en
consecuencia, asignadas a un serotipo en concreto.

Se han descrito tres sistemas de fagotipificacién para Campylobacter (Grajewski et al., 1985;
Salama et al., 1990; Khakhria & Lior, 1992). Actualmente, el sistema propuesto por Salama se
utiliza junto con la serotipificacién para el andlisis epidemiolégico de cepas de C. jejuni y C. coli
aisladas en Inglaterra y Gales (Frost et al., 1999). Hasta el momento han sido reconocidos un
total de 76 fagotipos.

Frost el al. (1998) identificaron 57 fagotipos distintos entre 2.407 aislamientos de C. jejuni y
cerca del 60% de las cepas fueron asignadas a los 10 fagotipos més comunes, siendo un 15% el
porcentaje de cepas incapaces de ser tipificadas. Un estudio reciente en el Reino Unido ha
mostrado que los fagotipos méas comunes asociados a la infeccién son el PG52, PG121 y PG55
(Wareing et al., 2002).

Resistotipificacion

El estudio de los perfiles de susceptibilidad a diversos agentes antimicrobianos ha sido
también utilizado para fines taxondémicos (Ribeiro et al., 1996). Los métodos que se utilizan
para evaluar la resistencia de estos agentes son: (I) Determinacion de la concentracién minima

inhibitoria (MIC) en agar Mieller Hinton; (II) Difusién en agar con un medio selectivo.
Actualmente, el aumento de aislamientos de cepas de Campylobacter resistentes a un gran
numero de agentes microbianos, junto con el intercambio conjugacional de la resistencia contra
otros como la tetraciclina o kanamicina, ha reducido la validez taxonémica de estos estudios.

La susceptibilidad al acido nalidixico ha sido considerada normalmente como una prueba
importante para distinguir entre las especies tradicionalmente sensibles, C. jejuni y C. coli,
frente a la especie resistente C. lari. Como resultado, la diferenciacién de las cepas resistentes
de C. coli con respecto a C. lari necesitaba de la introduccion de pruebas adicionales, como la
susceptibilidad a las sales de trifeniltetrazolio (resistencia adquirida). Ademas, la resistencia
adquirida de Campylobacter a las fluoroquinolonas, que depende de una mutaciéon puntual en
el gen GyrA, ha aumentado considerablemente en la presente década (Barrés-Velazquez et al.,
1999).

Tipificaciéon por lectinas

Las lectinas son proteinas vegetales que se unen especificamente a carbohidratos y que por
tanto, pueden usarse en pruebas de aglutinacién. No se han encontrado correlaciones de los
patrones de lectinas con los serotipos de Penner (O’Sullivan et al., 1990). Se han obtenido
diferentes tipos por lectinas en cepas con el mismo serotipo Penner o Lior, pero algunos tipos de
lectinas son compartidos por distintas especies por lo que el grado de discriminacidon entre
especies es cuestionable (O’Sullivan et al., 1990).

La ventaja de la tipificacion por lectinas es que necesita cantidades minimas de reactivo y no
precisa equipamiento especial, y aunque no se ha encontrado aplicabilidad en la identificacién
de especies (On, 1996), algunos opinan que es un sistema estable y reproducible para el estudio
de Campylobacter (Aabenhus et al., 2002).
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Caracterizacion de proteinas

La composicién proteinica de un microorganismo refleja la organizacién genética del mismo,
por tanto, el analisis de los distintos perfiles de proteinas se pueden utilizar como sistema de
identificacién o tipificacién. Este sistema constituye una herramienta util aunque compleja
debido a que requieren reactivos y equipo especializado. La separacién de esta mezcla de
proteinas en un gel de poliacrilamida en electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) origina
un perfil proteico complejo que puede considerarse como una huella o “fingerprint” de la cepa
estudiada. Para poder efectuar una comparacién objetiva de un gran numero de perfiles se
necesita crear una base de datos y un programa informatico.

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de proteinas totales se utiliz6 por primera
vez por los investigadores Morris y Park (1973) en estudios de taxonomia de Campylobacter.
Posteriormente se han usado otros grupos de proteinas como las solubles en fenol, las solubles
en agua o las proteinas de la membrana externa. Las proteinas solubles en fenol han sido
utilizadas para diferenciar el género Arcobacter del género Campylobacter mientras que las
proteinas solubles en agua se han utilizado para diferenciar entre los campylobacters
termotolerantes, C. coli, C. jejuni y C. lari. Estos dos tipos de proteinas solubles tienen una
aplicabilidad limitada para la identificacién de campylobacters. Las proteinas de la membrana
externa son las mas empleadas en la identificacién (On, 1996). En la actualidad se utilizan
preferentemente las proteinas totales, ya que reflejan una parte mds amplia del genoma
bacteriano, separandose de las células por sonicacién o por tratamiento con dodecil sulfato
sodico (SDS) (Vandamme et al., 1991). También pueden analizarse las peptidoglicano
hidrolasas (PG-hidrolasas), enzimas enddgenas de la pared celular bacteriana, como las
autolisinas, muy conservativas a nivel de especie.

La técnica de anadlisis de polimorfismos enziméaticos (MEE: Multilocus Enzyme
Electrophoresis) se basa en el andlisis de la distancia de migracién electroforética de enzimas
constitutivos, presentes en la mayoria de las bacterias. La movilidad de los enzimas varia
debido a las diferentes cargas aparecidas en estas moléculas por la sustitucién de aminoacidos
en la secuencia polipeptidica, asi pues, se relaciona directamente con cambios en el ADN que
codifica el polipéptido (Selander et al., 1986). De este modo se puede estimar el grado de
relacién genética entre diferentes cepas. En el género Campylobacter se demuestra la
existencia de un grado considerable de heterogeneidad genética dentro de cada especie
(Aeschbacher & Piffaretti, 1989). Patton et al. (1991) destacan la técnica de MEE como uno de
los métodos mas sensibles, capaz de distinguir entre cepas con idéntico serotipo.

Métodos genotipicos
PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP)

Se basa en la amplificacion especifica del gen que codifica para el 16S o 23S ARNr y la
digestion del fragmento amplificado mediante uno o varios enzimas de restriccion.
Recientemente se ha utilizado la restricciéon de un fragmento de los genes 16S y 23S ARNr para
diferenciar entre aislamientos de Campylobacter, Arcobacter y Helicobacter (Gonzalez et al.,
2007). Esta técnica también ha sido utilizada por Moreno et al. (2002) en un estudio de
tipificacién de campylobacters termotolerantes. Ademds, se ha propuesto el locus de la
flagelina, concretamente el gen flaA, que tiene dos regiones altamente conservadas que lo
flanquean (C1 y C2) y una regién interna variable (VI). La digestién de este gen ha sido
utilizada para analizar la diversidad entre cepas de C. jejuni aisladas de casos de enteritis
humana (Owen et al., 1993), asi como para estudiar la diversidad entre cepas de C. coli y C.
jejuni aisladas de cerdos (Moore et al., 2002). También ha demostrado ser una técnica muy tutil
para la tipificacién de cepas de C. lari, C. helveticus y C. jejuni subsp. doylei (Wassenaar &
Newell, 2000).

La seleccién de la enzima adecuada es muy importante, ya que la discriminacién de la
técnica dependerd en gran medida de ello. Ddel parece ser la enzima que ofrece mejor
discriminacién, al menos con las cepas de procedencia animal. Para aumentar el nivel de
discriminacién es aconsejable la combinacién de las endonucleasas Ddel y Hinfl (Wassenaar &
Newell, 2000).
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Su poder discriminatorio no llega a ser tan alto como el de otras técnicas, tales como PFGE y
AFLP (Nielsen et al., 2000), pero se considera una técnica rapida, sencilla, que no requiere de
reactivos y equipamiento excesivamente caros. Ademads, puede realizarse sin necesidad de
cultivar la bacteria y por tanto, resulta muy util para caracterizar bacterias no cultivables como
es el caso de campylobacters y helicobacters no cultivables (Hurtado & Owen, 1997). Estas
caracteristicas hacen que sea una técnica de subtipificacién muy aceptada (Moore et al., 2002).

Como ya se indic6 anteriormente, su desventaja mas significativa esta relacionada con la
inestabilidad genética de los genes de la flagelina (recombinacién intragendmica,
transformaciéon natural), lo cual practicamente la inhabilita para estudios epidemiolégicos
globales o durante largos periodos de tiempo, a menos que se combine con otro método
genotipico o fenotipico, el cual probablemente identificara estos intercambios de ADN.

Ribotipificacion

Se fundamenta en la digestién total del ADN con un enzima de restriccién y la posterior
hibridacién del mismo, una vez transferido a membrana (Southern blot), con una sonda de
ARNr marcada.

Aunque mediante esta técnica un porcentaje elevadisimo de células pueden ser tipificadas,
el hecho de que la mayoria de las especies de Campylobacter posean tres copias de los genes
ribosémicos hace que su poder discriminatorio esté limitado, no pudiendo diferenciar cepas a
nivel de subespecies. En general, el analisis de los ribotipos es util para la caracterizacion de
cepas dificiles de analizar fenotipicamente, y en nuestro laboratorio la hemos empleado
satisfactoriamente para la subtipificacién, al menos hasta un cierto grado, de numerosas cepas
de diversas procedencias y de brotes ocasionados. (Hernandez et al. 1991a, 1991b, 1996; Owen
and Hernandez, 1993).

La mayoria de los cientificos utilizan sondas obtenidas por PCR a partir de ADN de
Campylobacter que son especificas para al ARNr 16S. Otros investigadores emplean en cambio,
una sonda cADN 16S+23S de Escherichia coli, la cual tiene mayor poder discriminatorio que la
especifica para el ARNr 16S. Las endonucleasas mas empleadas, solas o en combinaciones, son
Pstl, Haelll, HindIII, y Pvull (Wassenaar & Newell, 2000).

El escaso poder discriminatorio de la ribotipificacién y su complejidad técnica lo convierte en
un método poco practico para trabajos rutinarios. Pero tiene también ventajas, la primera es
que las membranas pueden ser rehibridadas con sondas de otras regiones hipervariables del
cromosoma y aumentar asi el nivel de discriminacion; la segunda es que se ha conseguido
automatizar, evitando asi la laboriosidad técnica e incrementando su reproducibilidad.

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Esta técnica se basa en el uso de iniciadores de pocos pares de bases que no guardan
homologia conocida con la secuencia del ADN que van a amplificar. La reaccién se va a llevar a
cabo a menor temperatura de union y los iniciadores se van a unir aleatoriamente a regiones de
ADN, generando perfiles diferentes en funcién de su secuencia (Wassenaar & Newell, 2000).

La tipificacién por RAPD ha sido aplicada con éxito en el estudio de aislamientos humanos
de cepas de C. jejuni serogrupos O1 y O2 de Penner (Fayos et al., 1993; Mazurier et al., 1992).
Madden et al. (1996) resaltaron el significante polimorfismo de los perfiles obtenidos en cepas
de Campylobacter pertenecientes al mismo serotipo, y la utilidad de esta técnica para tipificar
cepas que no pudieron ser serotipificadas. Con esta técnica, Hernandez et al. (1996)
encontraron menor discriminacién que con la ribotipificaciéon y Madden et al. (1999) obtuvieron
mayor discriminacién que con la técnica PCR-RFLP.

Este método presenta dos ventajas principales frente al método PCR-RFLP ya que no
necesita un conocimiento previo de la secuencia gendémica a estudiar y utiliza pequeiias
cantidades de ADN frente a mayores cantidades requeridas para RFLP. Pero su mayor
problema es la falta de reproducibilidad y estandarizacién. Ademas, el proceso de amplificacién
es extremadamente sensible a ligeras variaciones en la temperatura de unién, lo que puede dar
lugar a una variacién en el patrén de bandas, y ser causa de la interpretacién subjetiva de los
datos (Olive & Bean, 1999). Analizando los patrones a través de un sistema computerizado,
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se puede mejorar la consistencia de la técnica y la comparacién de los datos (Hernandez et al.,
1995b). Ademas, ligeras diferencias entre los perfiles RAPD de cepas aisladas de pollo y
epidemiolégicamente relacionadas han sido atribuidas a la inestabilidad genética de las cepas
(Aarts et al., 1995).

Una técnica muy similar a RAPD, que se basa en la amplificacién de secuencias
intergenéticas altamente repetitivas en el genoma bacteriano, es el ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus). En algunos casos se han combinado estos iniciadores con los
de los RAPD para la subtipificacién de especies de Campylobacter (Iriarte & Owen, 1996),
aunque la reproducibilidad de la técnica RADP-ERIC es de momento bastante baja (Wassenaar
& Newell, 2000).

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

El andlisis mediante AFLP consiste en un proceso de digestiéon completa del ADN
cromosémico con dos enzimas de restriccién (una de baja frecuencia de corte y otra de alta),
posterior ligado de adaptadores a los fragmentos obtenidos, seguido de una fase de
amplificacién especifica de algunos de los fragmentos de restriccién generados. Los iniciadores
se van a unir a las regiones que contengan los sitios especificos de corte de las enzimas més un
adaptador de secuencia conocida. Estos iniciadores normalmente estan marcados con
radioactividad o con fluorocromos, y la visualizacidn se realiza por separacion electroforética en
geles de poliacrilamida. Esta técnica ha sido recientemente utilizada para la caracterizacion de
cepas de C. jejuni (Siemer et al., 2004) y de C. lari (Duim et al., 2004).

Una variante de esta técnica mucho mas sencilla es la desarrollada por Gibson et al. (1998),
que utiliza una sola enzima, los iniciadores no estan marcados y los geles son de agarosa. Este
método ha sido utilizado con éxito para identificar cepas de H. pylori (Gibson et al., 1998), H.
pullorum (Gibson et al., 1999), Arcobacter (On et al., 2004) y Campylobacter (Moreno et al.,
2002).

Este método analiza el genoma bacteriano total, lo que conlleva un elevado poder
discriminatorio, y no requiere un conocimiento previo de la secuencia gendémica de las
muestras, lo cual permite tipificar cepas que no estén secuenciadas. Adem4s, se trata de una
técnica muy reproducible, siempre y cuando las condiciones de digestién, ligado y amplificacién
de las muestras no varien. Sin embargo, es laboriosa y muy sensible a la calidad del ADN
empleado, pudiendo aparecer fragmentos de restricciéon diferentes derivados de una digestiéon
parcial en caso de encontrarse el ADN en mal estado (Gibson et al., 1998). Se ha observado que
esta técnica es insensible a la inestabilidad genética de los genes de la flagelina (Duim et al.,
1999).

Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La técnica PFGE (Pulsed Field Gel Electroforesis) consiste en la separacion mediante
electroforesis en campo pulsado de fragmentos de ADN cromosémico de elevado peso molecular
obtenidos por digestién con enzimas de restriccion.

La principal diferencia con respecto a otras técnicas es que las células procedentes del
cultivo en caldo o de un medio sélido, se combinan con agarosa y se vierten en unos moldes,
quedando embebidas en la agarosa. De este modo se impide que se produzca ningin dano en los
acidos nucleicos, que se van a extraer in situ en el bloque al lisar las células. Posteriormente, se
procede a la digestion del ADN dentro del bloque con la enzima adecuada. Por tultimo, los
fragmentos de ADN son separados mediante un método especial de electroforesis. Se realiza en
un equipo que aplica de forma alterna campos eléctricos en direcciones diferentes. Estos
cambios de direccién imponen a las moléculas de ADN unas etapas de reorientacién mas o
menos largas dependiendo de su tamano; las moléculas més pequefias se orientan mas
rapidamente que las grandes.

En un principio fue utilizada para determinar el tamafno del genoma de C. jejuni, C. coli, C.
lari y C. fetus, y para construir el mapa genético de una cepa de C. jejuni (Chang & Taylor,
1990). En la actualidad, es considerada como una de las herramientas méas poderosas para la
epidemiologia molecular microbiana (Nielsen et al., 2000). Varios trabajos confirman la validez

32



de este método para la caracterizacion de especies de Campylobacter en estudios
epidemiolégicos. Asi Lorentz et al. (1998) realizaron la subtipificacién de cepas de C. jejuni
aisladas de humanos, animales y aguas. En el caso de C. upsaliensis, a pesar de la elevada
heterogeneidad entre los miembros de la especie, se han podido relacionar perfiles generados
por PGFE con un serogrupo determinado (Bourke et al., 1996). Recientemente ha sido aplicada
en el analisis de cepas de C. jejuni aisladas de aves y humanos (Broman et al., 2004).

Las ventajas de esta técnica son obvias, ya que se puede estudiar todo el material genémico
de la cepa. En general, tiene un elevado poder discriminatorio, que puede incrementarse con el
uso combinado de mas de una enzima (Wassenar & Newell, 2000), aunque presenta algunos
inconvenientes. La preparacion de los bloques de agarosa es larga y tediosa, en algunos casos
las muestras de ADN pueden ser degradadas a causa de las ADNasas, las enzimas
comunmente empleadas no son validas en todos los casos, se requieren equipos especializados
de elevado coste, y ademaés la interpretacion de los resultados puede ser bastante dificil debido
a la inestabilidad genética de estas bacterias (de Boer et al., 2000). A pesar de la fiabilidad de la
técnica, algunos autores han encontrado procesos espontianeos en el genoma que han causado
cambios en los perfiles resultantes del PFGE de C. jejuni y C. coli (Wassenaar et al., 1998). En
cualquier caso, parece que las ventajas de la técnica superan a las desventajas, resulta més
discriminatoria que la ribotipificacién (Gibson et al., 1995) y que la caracterizacién mediante el
gen de la flagelina (Lorentz et al., 1998), y s6lo la técnica AFLP parece igualarla en capacidad
discriminatoria (Kokotovic & On, 1999)

Secuenciacion de nucleotidos

La creciente disponibilidad de tecnologias automatizadas de secuenciacién automatica de
ADN ha conducido al desarrollo de nuevos métodos moleculares de subtipificacién basados en
la secuenciacién de uno o mas genes diana. La principal ventaja de estas técnicas es que una
secuencia de ADN es un dato objetivo, las variaciones experimentales son minimas, lo cual
facilita las comparaciones directas entre laboratorios.

MLST (Multi Locus Sequence Typing) es una técnica que emplea la comparaciéon de
secuencias de fragmentos de ADN de genes seleccionados para la caracterizacién de organismos
haploides. Las variaciones en los diferentes locus permiten la identificacién de grupos de
microorganismos idénticos (clones) o altamente relacionados (lineas clonales). Esta técnica se
basa en la misma filosofia que el andlisis de isoenzimas o MLEE (Multi Locus Enzyme
Electrophoresis), que consiste en el andlisis de la movilidad electroforética de un ntmero
concreto (generalmente entre 15 y 20) de enzimas metabdlicas en geles de poliacrilamida. Las
variaciones observadas en estas movilidades se corresponden con variaciones en el locus o gen
codificante de cada enzima. Por lo tanto, cada variante se define como “variante alélica” y los
diferentes alelos de cada uno de los genes conforman el perfil alélico que a su vez define el tipo
electroforético. Esta técnica permite detectar variaciones neutras que definen lineas clonales
relativamente estables, sin embargo, esta basado en la generacién de patrones de bandas en
geles, con los inconvenientes que ello conlleva. Asi pues, las actuales facilidades de acceso a la
secuenciaciéon de ADN permitieron el desarrollo de MLST manteniendo los principios del
MLEE. El MLST permite identificar todas las variaciones, no solo aquellas que produzcan un
cambio en la movilidad electroforética del enzima codificante.

Dingle y colaboradores (2001) desarrollaron un protocolo MLST para la caracterizacion de
cepas de C. jejuni basado en la secuenciacion de siete genes. En este esquema, a cada uno de los
alelos se le asigna un numero por comparacién de la secuencia amplificada y secuenciada con
una base de datos centralizada; a continuacién, se genera un perfil alélico que sera la
combinaciéon de los siete alelos ya asignados. La caracterizacién de 194 aislamientos este
método demostré6 que C. jejuni es una bacteria que posee una gran diversidad genética y
constituye una poblacién débilmente relacionada clonalmente; esta conclusiéon fue
posteriormente corroborada con un segundo estudio en el que se trabajé con 814 aislados

(Dingle et al., 2002). La estructura de este tipo de poblaciones se considera que consiste en
complejos clones o linajes en los cuales los aislamientos son considerados como derivados de un
antecesor comun. Los tipos de C. jejuni pudieron ser agrupados en linajes clonales que fueron
definidos como grupos de dos o mas aislamientos que compartian alelos idénticos en cuatro o
mas genes.
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Los datos obtenidos de la secuenciaciéon son facilmente comparables entre laboratorios y
permiten su almacenamiento electronico y distribucién. Ademas, esta técnica puede reducir la
necesidad de transportar bacterias vivas, ya que la secuenciacién de nucledtidos de los
productos de PCR puede conseguirse a partir de células muertas, ADN purificado, o material
clinico. Se ha desarrollado una base de datos a nivel mundial (http://mlst.zoo.ox.ac.uk) para el
almacenamiento e intercambio de datos y protocolos que funciona como nexo comun para todos
los posibles participantes, pudiendo realizarse todo el proceso de consultas y andlisis asi como
enviar las propias cepas para inclusién en las bases, con conexién posible desde cualquier lugar
del mundo.

La secuenciaciéon de una pequefia regién del gen flaA (flaA-SVR) también ha mostrado ser
una técnica muy util para tipificar Campylobacter (Meinersmann et al.,, 1997). Debido al
pequeno tamano del fragmento (321 pb), la determinacién de la secuencia es rapida y sencilla.
La comparacién de secuencias de este pequeno fragmento del gen flaA es casi tan
discriminatorio como la comparacién de secuencias del gen completo, y puede presentar mayor
capacidad discriminatoria que otras técnicas como la serotipificacién o el analisis PCR-RFLP
del gen flaA (Meinersmann et al.,, 2005). Esta técnica ha sido utilizada para estudiar
poblaciones de Campylobacter dentro de la industria avicola, en la diferenciaciéon entre
aislamientos ambientales y de animales. Ademas, puede proporcionar un nivel de
discriminacién adecuado para el estudio de brotes epidémicos de enteritis ocasionadas por C.
jejuni. Sin embargo, puede no ser adecuado para estudios epidemiolégicos longitudinales, ya
que este gen puede sufrir recombinaciones genéticas, lo que dificulta su utilidad como método
de subtipificacién

11. Conclusiones

Exactamente tres décadas han transcurrido desde que Martin Skirrow desarrollara en 1977
su medio de cultivo selectivo para campylobacters. Desde entonces, el progreso obtenido en el
conocimiento de estas bacterias ha sido considerable. Hemos pasado de conocer cuatro a 17
especies de Campylobacter; se han descrito nuevos géneros, especialmente Helicobacter; y las
relaciones filogenéticas entre las especies estan perfectamente definidas. Actualmente C. jejuni
es reconocido como la principal causa mundial de enfermedad entérica por consumo de
alimentos, para lo cual han sido claves las técnicas moleculares que se han ido desarrollando
desde entonces.

En estos momentos, existe la necesidad de desarrollar metodologias validadas para el
diagnostico rapido y seguro de microorganismos patégenos en alimentos. Las técnicas
moleculares son de especial interés en la deteccién e identificacién de microorganismos muy
sensibles a las condiciones ambientales, o de dificil cultivo. Nuestro objetivo fundamental es,
por tanto, contribuir a la Seguridad Alimentaria, estableciendo una red multidisciplinar para el
desarrollo y validacién de nuevas metodologias rapidas y seguras basadas en la biologia
molecular que permitan el control en muestras alimentarias de matriz compleja y en aguas
destinadas al consumo, no solamente de Campylobacter, sino también de otras bacterias
patdgenas para las que hasta el momento no se dispone de métodos normalizados, bien porque
son emergentes, bien porque no existen todavia estudios exhaustivos sobre las mismas.

Para ello, se deben desarrollar y estandarizar técnicas moleculares basadas en la PCR, o
hibridacién in situ (FISH) y se deben optimizar los métodos moleculares mas apropiados para
la deteccion de marcadores genéticos que puedan resultar de interés para el seguimiento
epidemiolégico de los microorganismos en los alimentos: viabilidad celular, genes relacionados
con la patogénesis y/o virulencia, etc., y generar bases de datos con todos los resultados
obtenidos, que faciliten la evaluacién cuantitativa del riesgo asociado a la contaminacién
microbiologica de alimentos y la realizacibn de posteriores estudios metodolégicos o
epidemiolégicos.
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No seria equitativo que terminara este discurso de recepcién sin hacer extensivos mis
agradecimientos a las muchas personas de las que soy deudor en mi carrera profesional. Como
es de rigor en las ciencias biomédicas, los méritos docentes y de investigaciéon que haya podido
alcanzar los debo compartir con mis companeros de Microbiologia de la Universidad Politécnica
de Valencia, lugar donde ha transcurrido la mayor parte de mi vida profesional. Mencién
especial para el Dr. Robert J. Owen, quién, hace ya casi 20 afios, me acogid en su laboratorio de
Campylobacter en Londres y desde entonces hemos mantenido una intensa y fructifera
colaboracién, ademas de una afectuosa amistad. Finalmente quiero expresar mi reconocimiento
y gratitud a todos los integrantes de nuestro grupo de investigacién en el Centro Avanzado de
Microbiologia de Alimentos, en especial a las Dras. Yolanda Moreno y Ana Gonzalez, ambas
Premio Extraordinario de Doctorado de la Universidad Politécnica de Valencia, y a los
profesores M* Antonia Ferrus y Manuel Hernandez.

No quisiera olvidar a las muchas personas que pasaron por nuestros laboratorios y que
contribuyeron, en menor o mayor medida, al desarrollo curricular del grupo de investigaciéon. A
todos ellos, les gradezco su esfuerzo y dedicacién.

Finalizo transcribiendo literalmente el Gltimo parrafo del discurso de recepciéon que, hace
casi 40 afios, pronuncié en esta misma casa el Ilmo. Sr. Académico D. Enrique Hernandez
Giménez: Si nos ha tocado vivir en una época donde el avance tecnolégico es arrollador, con
nuestro esfuerzo debemos contribuir a que la técnica llegue a suministrar a la Humanidad los
alimentos més seguros, nutritivos y abundantes en la historia del hombre.

He dicho.
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SENORAS Y SENORES:

CUANDO EN EL SIGLO XVII Anthony van Leeuwenhoeck, descubridor del microscopio, vié a
través de aquel montaje rustico de lentes, lo que él llamé “animdaculos”, estaba muy lejos de ni
siguiera atisbar la importancia que el mundo microscépico, tiene para la vida sobre la Tierra.

No hay ninguna duda de que Leeuwenhoeck fue el primero que vio y describié las bacterias.
Los dibujos publicados en 1675, que todavia se conservan, son de tal claridad que es facil
reconocer bacilos, estreptococos, estafilococos, y otras formas tipicas a nuestros ojos.

Hoy consideramos que hecho tan trascendental tuvo poco impacto en la ciencia y en la
sociedad, quiza debido a la dificultad de difusién de noticias en la época. Hasta el momento que
son descubiertas aquellas pequenas “criaturas vivas” la Microbiologia fue una mera suposicién
con la cual se especularon teorias, algunas de ellas absurdas, para explicar fenémenos
naturales.

Diversos pensadores y filosofos avanzaron la hipétesis de que las enfermedades contagiosas
podian deberse al desarrollo de diminutos organismos vivos. Sospecha que no puedo ser
confirmada porque su visidén no era posible.

Ciceréon ya discutié la posibilidad de que algunas fiebres estuvieran provocadas por la
multiplicacion de pequefios animales. También existia la creencia de que determinadas
enfermedades, especialmente las epidemias, eran causadas por los “miasmas” transportados
por el aire. En el Renacimiento, Fracastorius, escribié acerca del Contagium vivum, a través del
cual, algunos alimentos podian ser origen de ciertas enfermedades intestinales.

Después del descubrimiento del microscopio, y durante un periodo de casi doscientos afios, la
observacién de microorganismos no pas6 de ser un mero entretenimiento, en que lo observado
son curiosidades cientificas con morfologia variada, encontradas en lugares diversos, pero sin
significado biol6gico alguno. En este periodo no hay una relacién directa entre los
microorganismos observados y sus actividades biolégicas. Parte de este tiempo ocupa la
controversia de la generacién espontanea, que algunos filésofos y cientificos consideraron como
verdadera, y que llegd a finales del siglo XVII a aberraciones tales como establecer formulas
matemadticas para producir por generacion espontanea ratones partiendo de granos de cereales.

Fue Reding en 1697, quien mostré de forma inequivoca que las larvas no se producian de
forma espontanea a partir de la carne podrida, tal como afirmaba la creencia general en aquel
tiempo, sino que aparecian Unicamente si las moscas adultas habian depositado previamente
sus huevos. E igualmente se demuestra que caldos sometidos a ebulliciéon sellados, y
preservados del contacto con el aire, permanecian en buen estado.

La era que se considera como el inicio de la Microbiologia como ciencia empieza con Louis
Pasteur y su estudio de las fermentaciones, es la era del cultivo de los microorganismos.

Se parte de la hipédtesis, de que cada tipo de fermentacién se debe al crecimiento y
metabolismo de un microorganismo especifico en estado puro, no contaminado. En esta misma
creencia esta al mismo tiempo Robert Koch dedicado al estudio de las bacterias patégenas.

Pasteur y Koch, entre ambos pusieron las bases del cultivo de microorganismos puros, que
hicieron avanzar rapidamente a la microbiologia como ciencia.

Gracias al impulso de estos dos grandes cientificos, entre 1880 y 1900 se aislan casi todos los
microorganismos causantes de graves enfermedades. Las levaduras de fermentaciones, los
implicados en la fijacién del nitrégeno, la fertilidad del suelo, y muchos productores de
enfermedades de animales y plantas. Se demuestra que la produccién de pan, vino, cerveza,
vinagre, queso, yogur, etc. estd presidida por organismos.

Paralelamente se desarrollan las bases de la inmunidad, y el desarrollo de las vacunas,
hasta culminar con el estudio llevado a cabo por el genial Pasteur, que guiado por su olfato
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investigador llega a producir una vacuna contra la rabia, sin haber aislado el virus, ni tener
idea de la naturaleza del organismo causante.

También en este tiempo tiene lugar la divulgacién de la Microbiologia, se puede decir que la
Microbiologia sale a la calle. Los descubrimientos de Pasteur son trasladados rapidamente al
publico y se crean apasionadas controversias publicas sobre los mismos. Koch llega a ofrecer el
conocimiento de sus trabajos sobre la tuberculosis y el cblera, a cuantos quisieran visitar los
domingos su laboratorio.

Coincidiendo con el mejor conocimiento de la actividad fisiolégica de los microorganismos,
nace la Bacteriologia Higiénica, que sienta las bases de la moderna quimioterapia, que se inicia
con el “salvarsan” para el tratamiento de la sifilis; y que tiene un hito excepcional con el
descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928. Con ello se inicia la llamada
era de los antibidticos como potentes armas terapéuticas para curar enfermedades.

Los descubrimientos de los acidos nucléicos por Severo Ochoa y Arthur Kornberg nos
introducen en el conocimiento de las bases genéticas de los microorganismos, que ayudados de
técnicas de Biologia Molecular como la reacciéon en cadena de la polimerasa, PCR (1988), nos
proporcionan métodos para conocer y diferenciar genéticamente microorganismos
aparentemente iguales, seleccionando y manipulando genes con actividades diferentes. Hoy la
ingenieria genética ha conseguido importantes logros como por ejemplo: la produccién de
insulina por un E. coli con genes modificados.

Dentro del arbol de la Microbiologia, a lo largo del tiempo han ido apareciendo ramas
especializadas. Una de ellas es la Microbiologia de Alimentos, que dio lugar a disposiciones tan
importantes como la de 1921, que obligaba a los conserveros a esterilizar alimentos con
baremos basados en la resistencia térmica del Clostridium botulinum; o la disposicion de 1933
llamada, la ley de las Centrales Lecheras, que obliga a pasteurizar la leche en las condiciones
necesarias que inactivan el bacilo tuberculoso.

Los grandes avances del siglo XX habian hecho creer que todas las enfermedades
bacterianas y sus microorganismos ya eran conocidos. Sin embargo, en los ultimos veinticinco
afios se descubren microorganismos, que hoy llamamos emergentes, causantes de importantes
enfermedades. Ejemplo de ello son: Legionella, Listeria, Helicobacter y Campylobacter.

En 1976 se descubre la enfermedad respiratoria conocida como enfermedad de los
legionarios, que esta producida por una bacteria que hoy denominamos Legionella pneumofila.

En 1982 se descubre, por Robin Warren y Barry Marshall, recientemente les dieron el
Premio Nobel, que diversas patologias digestivas como ulcera péptica y el cancer gastrico estan
producidas por una bacteria conocida como Helicobacter pylori.

Casi al mismo tiempo, y con el descubrimiento de que hay bacterias que viven en el interior
del cuerpo humano con tensiones muy bajas de oxigeno, se pone de manifiesto la gran
importancia del Listeria y Campylobacter, como productores de infecciones transmitidas por
alimentos.

En 1992, mueren en Francia mas de setenta personas por comer alimentos contaminados
con Listeria monocitogenes. A su vez con el estudio de las peculiares condiciones de cultivo del
Campylobacter, se llega a la conclusion de que muchas enfermedades intestinales son
originadas por este microorganismo.

El estudio de Campylobacter, Helicobacter y Arcobacter, la clasificacién de sus especies, y la
presencia en alimentos es el tema preferente de los trabajos de investigacién del nuevo
académico. Al darle la bienvenida en nombre de la Real Academia, los lazos familiares no
nublan mi mente para expresar con ecuanimidad y realismo los méritos que en él concurren.

Natural de Requena, alumno del Colegio de San José de los Padres Jesuitas, estudia la
licenciatura de Farmacia en Granada, de donde regresa en 1974 para incorporarse a la recién
creada Facultad de Farmacia de Valencia.

La actividad investigadora del Dr. Hernidndez comienza con la realizacién de su tesis
doctoral. En ella, desarrolla una metodologia basada en técnicas serolégicas para la detecciéon
de una enfermedad que atacaba especialmente los 4arboles frutales de la Comunidad
Valenciana, la denominada “marchitez bacteriana de los citricos”, causada por una especie del
género Pseudomonas.

Una vez finalizada su tesis doctoral, el Dr. Hernandez da un giro radical a su actividad
cientifica y se introduce en el campo de la seguridad alimentaria y las bacterias patégenas
transmisibles por alimentos, tales como: Salmonella, Staphylococcus aureus o Listeria
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monocytogenes.

El primer contacto con Campylobacter lo tuvo en 1982, en el transcurso de una reunién
cientifica sobre Microbiologia de Alimentos, cuando durante una conversacién con el Profesor
Mossel, insigne cientifico holandés, este le transmite sus inquietudes y preocupaciones sobre
eta bacteria, de la cual apenas se tenian conocimientos en esos momentos.

A la vuelta a su laboratorio, el Dr. Herndndez empieza a trabajar con este patdgeno y
desarrolla diversas tecnologias que permiten su deteccion directamente en alimentos. Es
destacable una investigacion que hizo sobre su incidencia en carne de pollo, recogida
directamente en diversas tiendas y supermercados de la ciudad de Valencia, donde en algunos
casos, lo consiguié aislar en el 100% de las muestras analizadas.

En 1988, el Dr. Hernandez junto con M* Luisa, su esposa, y sus tres hijos, becado por la
Divisién de Asuntos Cientificos de la OTAN, se traslada a la Unidad de Campylobacter del
Servicio Central de Salud Publica de Londres, para trabajar bajo la direccion del Dr. Robert J.
Owen, experto en Campylobacter y cientifico de reconocido prestigio internacional.

Durante el afio que permaneci6 en estos laboratorios, el Dr. Hernandez aprendié las técnicas
mas novedosas, en aquel momento incipientes, de deteccién de bacterias patégenas mediante
técnicas moleculares, fundamentalmente la hibridacion DNA-DNA, el analisis de polimorfismos
mediante digestion del DNA con endonucleasas de restriccién (ribotipado), la deteccién de
plasmidos; y otros métodos de tipificado, tanto fenotipicos como genotipicos o moleculares.

Algunos de los resultados mas interesantes logrados en sus trabajos fue la demostracion de
la enorme variabilidad genética que existe entre cepas de Campylobacter upsaliensis,
procedentes de sangre y heces de pacientes de diferentes paises, las cuales a su vez también
contenian plasmidos variados.

Mediante hibridacién DNA-DNA, demostré la existencia de cepas atipicas de Campylobacter
que eran catalasa negativa, aisladas en la sangre y cultivos fecales de nifios.

Fue también en Inglaterra donde, por primera vez, utilizé un equipo de PCR recientemente
adquirido por la Institucién, y publicé la metodologia de la AP-PCER (con iniciadores
aleatorios) para el tipificado epidemiolégico de Campylobacter. Posiblemente fue el primer
cientifico espafiol en publicar un trabajo con PCR.

De vuelta a su laboratorio de la Universidad Politécnica, el Dr. Hernandez y su grupo de
investigacién empezaron a emplear en Campylobacter esta tecnologia recién adquirida, en
aquellos momentos totalmente innovadora y puntera. Pero también aplicé estas técnicas a otras
bacterias de interés para otros grupos de investigacion de nuestra comunidad, ensefiando a
diversos profesores de medicina, ciencias biolégicas, e Instituto de Agroquimica.

En los siguientes afios se han ido desarrollando nuevos métodos de tipificado, que el Dr.
Hernandez ha ido aplicando al estudio epidemiolégico de la campylobacterias, incluidos los
géneros Arcobacter y Helicobacter. Entre estos nuevos métodos se encuentran el AFLP, y
distintas variantes de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR).

Con estos métodos ha desarrollado una tecnologia rapida y sencilla para la identificacién y
diferenciacién de especies de los géneros antes citados, basada en la amplificaciéon de
fragmentos de los genes 16S o 23S rRNA, su posterior corte con diversas endonucleasas de
restriccién y andlisis final de los polimorfismos generados.

También han detectado la presencia de Helicobacter pylori en vegetales (lechugas y tomates)
artificialmente contaminados.

Otro hallazgo destacable es la puesta a punto de una técnica de epifluorescencia utilizando
dos fluorocromos diferentes, que permite la distincién entre células de Campylobacter 'y
Helicobacter pylori viables o no viables, es decir potencialmente patdgenas o no. Finalmente y
mediante la implantacién de la técnica de Hibridacién “in situ” con colorantes fluorescentes
FISH ha detectado mutaciones en el gen 23S del rRNA de Helicobacter pylori, que le confiere
resistencia a la claritromicina.

En estos momentos, cuando se sospecha, pero no estd perfectamente esclarecida la
transmisién de Helicobacter pylori al hombre a través del agua y los alimentos. El grupo de
investigacién del Dr. Hernandez ha sido capaz de detectar su presencia en aguas superficiales y
residuales, lo que confirma que el agua puede ser vehiculo transmisor de estas bacterias
patdégenas al hombre.

Hasta el momento su investigacién ha quedado recogida en la publicacién de:

90 articulos, la mayoria en revistas extranjeras; un centenar de ponencias y comunicaciones
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a congresos; 13 libros. Como investigador principal ha dirigié 14 proyectos subvencionados. Su
libro, Sistematica Bacteriana, hoy agotado, tuvo un éxito extraordinario entre los microbidlogos
taxénomos.

Como consecuencia de su labor investigadora tiene reconocidos por la Agencia Nacional de
Evaluacién, cuatro sexenios, lo que demuestra la calidad de sus aportaciones cientificas.

En el medio universitario ha pasado por todos los escalones docentes: becario, ayudante de
practicas, profesor del CEU San Pablo, profesor interino contratado, profesor titular por
oposicién, y en 1997, por oposiciones, Catedratico de Microbiologia de la Universidad
Politécnica de Valencia.

Ha impartido numerosos cursos de doctorado y cursos dirigidos a profesionales de la
Industria de Alimentos. Ha dirigido 6 tesis doctorales, 24 trabajos de fin de carrera, y un gran
numero de tesis de licenciatura.

El Dr. Hernandez, que es Diplomado en Sanidad, es representante espafol en la
“International Comisién on Microbiological Specifications for Foods”, que vela sobre todo por los
métodos de andlisis de Alimentos. Fue directivo de la Sociedad Espafiola de Microbiologia
durante dos legislaturas, miembro de numerosos sociedades cientificas internacionales. Ha
impartido cursos de especializacién en microbiologia de alimentos en numerosas universidades
extranjeras.

La entrada de un nuevo Académico siempre es motivo de alegria para la Academia. El valor
cientifico y humano del que cada Académico es portador, resulta enriquecedor para la misma.
En este caso, la llegada del Prof. Javier Hernandez Haba, estoy seguro de que es asi, y que no
defraudara lo que de él se espera. Bienvenido a la Academia.

He dicho.
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