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Editoriale

uesta monografia dedicata ai batteri appartenenti al genere Cam -

pylobacter e ai generi correlati, ha un taglio, come gli stessi autori

sottolineano, incentrato sulla diagnostica di laboratorio e sicura-
mente, SBtto questo punto di vista, rappresenta un prezioso ed unico stru-
mento di aggiornamento e di sintesi.

Campylobacter &€ un batterio che causa una infezione del tratto gastro-
intestinale. Generalmente le manifestazioni insorgono soprattutto nei mesi
caldi (da Maggio ad Ottobre), e causa una malattia sporadica piu frequen-
temente di Salmonella. L'infezione puo interessare chiunque anche se la
frequenza maggiore tra i bambini in etd prescolare e scolare.

La fonte principale dell'infezione e rappresentato dal pollame natural-
mente infetto e da altri animali. Anche il latte non pasteurizzato potrebbe es-
sere fonte di infezione come pure I’'acqua di fonte o di conservazione. |
sintomi, compaiono in genere dopo 2-5 giorni dall'esposizione e sono costi-
tuiti dalla diarrea (che puo essere sanguinolenta), nausea, vomito, dolori ad-
dominali e febbre. La malattia ha un decorso, generalmente di 2-5 giorni
dall’esposizione e sono costituiti dalla diarrea (che puo essere sanguino-
lenta), nausea, vomito, dolori addominali e febbre. La malattia ha un decorso
generalmente di 2-5 giorni, ma con poche variabilitd. La maggior parte delle
persone, cessate le manifestazioni, possono riprendere l'attivita lavorativa e
non é necessario isolarle adottando le comuni norme igienico comportamen-
tali. Se lamaggior parte delle personepuo guarire senza terapia specifica, per
le persone con un quadro clinico grave é necessaria la terapia antibiotica,
doverosa per evitare complicanze anche gravi.

Gli autori, come nostro solito, hanno una competenza sull’argomento, as-
solutamente di primo piano. Il dottor Daniele Crotti, laureato in Medicina e
Chirurgia, e specializzato in Immunologia, in Microbiologia ed in Igiene e
Medicina Preventiva. Ha lavorato presso svariate strutture ospedaliere e
attualmente e responsabile del Settore di Microbiologia e Parassitologia
Clinica dell’Azienda Ospedale di Perugia. Ha altresi compiuto vari brevi
stages in Paesi in via di sviluppo (Libano, Malawi, Albania) e ha lavorato per
un anno in Eritrea come esperto OMS. Membro di svariate associazioni
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scientifiche, é stato consigliere nazionale e delegato regionale dell’AMCLI
per vari anni, e attualmente e coordinatore nazionale della Sezione di Paras-
sitologia e del Gruppo di Lavoro sul Campylobacter della medesima. E’ autore
di oltre 200 pubblicazioni scientifiche e di 3 monografie in tema di Microbio-
logia e Parassitologia Clinica.

La dott.ssa Ida Luzzi, laureata in Scienze Biologiche e direttore del Re-
parto Patogeni Enterici del Laboratorio di Batteriologia e Micologia Medica
dell’Istituto Superiore di Sanita. La sua attivita, si & concentrata prevalen-
temente su programmi di ricerca relativi alle infezioni gastrointestinali come
dimostrato dalle numerose e qualificate pubblicazioni scientifiche su questo
argomento. Dal 1995 coordina un gruppo di studio multicentrico su
“Helicobacter pylori e patologie correlate” nell’ambito dell’ Associazione Mi-
crobiologi Clinici Italiani (AMCLI). Ha assunto dal 1997 la responsabilita
della ricerca “Fattori di virulenza e caratterizzazione molecolare di patogeni
enterici” nell’ambito dei Progetti pluriennali dell’Istituto Superiore di Sanita.
Ha collaborato a progetti di ricerca quali il progetto UNICEF sul “Controllo
delle malattie diarroiche acute incluso il colera in Albania”. Dal 1999 € mem-
bro del Consiglio Direttivo dell’Associazione Microbiologi Clinici Italiani.

Il dott. Claudio Piersimoni ha conseguito il diploma di laurea in Medici-
na e Chirurgia presso I'Universita degli Studi di Ancona. Ha quindi conse-
guito la specializzazione in Igiene e Medicina Preventiva, Malattie Infettive e
Microbiologia. Il dott. Piersimoni ha prestato la propria attivita presso il La-
boratorio Analisi Chimico-cliniche e Microbiologiche dell’Ospedale Gene-
rale Regionale “Umberto I” di Ancona interessandosi in particolare della
diagnostica microbiologica delle infezioni da micobatteri e di quella delle
infezioni batteriche e parassitarie del tratto gastro-enterico, € autore di nu-
merose pubblicazioni di prestigiose riviste internazionali ed € membro del
Consiglio Direttivo dell’ Associazione Microbiologi Clinici Italiani.

Sergio Rassu

VIl Caleidoscopio



Infezioni intestinali da Campylobacter e
Crotti D., Luzzi 1., Piersimoni C. microrganismi correlati

Presentazione

Con la presente Monografia gli Autori vogliono sottolineare I'importan-
za che, allo stato attuale delle conoscenze e delle proprie esperienze perso-
nali, microrganismi appartenenti al genere Campylobacter (e a generi affini)
possono avere nel determinismo di infezioni intestinali acute comunitarie,
in altre parole di DIARREE ACUTE, soprattutto in campo pediatrico.

Gli aspetti epidemiologici e le problematiche clinico-terapeutiche sono
piuttosto noti e in buona parte, salvo alcune eccezioni che saranno riferite,
non dissimili da altre situazioni per certi versi analoghe (si pensi alle da
tempo conosciute salmonellosi). In molti testi, universitari o meno, il lettore
attento, studente o professionista che sia, potra cogliere in modo esaudiente
tutte le sfumature relative a tali aspetti, sfumature non di rado anche
speculative.

Altresi dicasi per gli aspetti patogenetici, ancora non del tutto chiari, o
comungue in continua rivisitazione o approfondimento.

Intenzione degli Autori e invece quella dell’inquadramento del problema
“Campylobacter” all’interno del problema “infezioni intestinali” soprattutto in
termini di modalita e chiavi diagnostiche, soffermandosi a lungo sulle varie
possibilita e fasi in tali delicati ed essenziali momenti operativi. Soltanto una
sicura e buona capacita metodologica, dall’isolamento colturale alla diagnosi
di genere e di specie, alla valutazione “in vitro” delle sensibilita e resistenze
ai farmaci specifici, € garanzia di qualita ed efficacia diagnostica. La dia-
gnostica nel Laboratorio Microbiologico rappresenta infatti il momento fon-
damentale per I'identificazione eziologica di un qualsivoglia agente infettivo,
di base poi e di fatto per la conoscenza reale epidemiologica, e quindi
preventiva, e per il piu adeguato e corretto approccio terapeutico e curativo.
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Capitolo 1: Cenni introduttivi

Dal 1977 I’enterite da Campylobacter, descritta e pubblicata da Skirrow in
modo emblematico (1), assume la valenza di un’entitd nosologica importan-
te, tutt’altro che infrequente, di indubbia rilevanza anche clinica (2-4). Tale
data e tale pubblicazione rappresentano pertanto un momento determinante
per I'acquisizione definitiva di una nuova patologia infettiva enterica, non
scevra (come successivamente verra descritto) di possibili e serie complican-
ze, sino allora apparentemente orfana di un agente eziologico specifico (5-7);
tale data e tale pubblicazione scientifica rappresentano altresi un evento cru-
ciale nell’approccio metodologico, da quel momento piu ampio e diversifi-
cato, della diagnostica delle infezioni intestinali acute, sporadiche, endemi-
che o epidemiche, contratte in comunita (8-11).

Tutta una serie di segnalazioni, riportate sin dal secolo scorso e legate in-
consciamente da un filo conduttore allora ignoto o comunque tutt’altro che
chiaro, trovarono cosi una loro precisa collocazione all’interno di un “ritro-
vato” capitolo concernente il tema delle infezioni intestinali acute, gia occu-
pato dalle salmonellosi minori e dalle shigellosi, da tempo note e ben inqua-
drate, dal colera, altrettanto conosciuto, dalle tossinfezioni alimentari tradi-
zionali, peraltro sempre meno frequenti, e dalle assai controverse (tuttora
dibattute e sempre piu complesse) enteriti da Escherichia coli, per rimanere
nel campo strettamente batterico (12-14).

Ampiamente diffusi in ogni dove, i batteri appartenenti al genere Campy
lobacter (ed ora, si pud ben dire, a due generi strettamente ad esso collegati)
sono pertanto universalmente conosciuti come tra i pit comuni agenti re-
sponsabili di enterite e di gastroenterite nell'uomo, particolarmente nei sog-
getti in etd pediatrica, e, all’interno di questa categoria, nei bambini piu pic-
coli (15-17). Anacronistico o contradditorio sembrerebbe, ma forse solo ap-
parentemente, il fatto che le infezioni da Campylobacter siano predominanti
e/o prevalenti nei Paesi sviluppati, rispetto a quelli in via di sviluppo, an-
che se non mancano, per I'appunto, svariate segnalazioni in ambito di “diar-
rea del viaggiatore”, in cui il ruolo di Campylobacter spp. viene indubbia-
mente enfatizzato (18-20.). Altre condizioni cliniche, spesso conseguenza di
una pregressa infezione intestinale sintomatica, quali batteriemie, artriti
reattive e sindrome di Guillain-Barré (per citare le piu rilevanti), nonché
un’ampia varieta di infezioni enteriche, e non, in numerosi animali (che
configura pertanto anche la campylobacteriosi come una antropozoonosi,
con i conseguenti comprensibili risvolti sul piano epidemiologico-preven-
tivo), sono tutte altresi strettamente correlate a tali microorganismi spirillari
gram-negativi (21-26). Ne deriva, nel campo strettamente umano, I'opportu-
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nita della corretta scelta di una terapia antibiotica adeguata e mirata; la de-
terminazione in vitro della sensibilita agli antibatterici raccomandabili per
tale infezione puo essere cosi fondamentale (27-29).

Ne consegue, da quanto introdotto, I’estrema attualita che le infezioni,
nella fattispecie quelle a livello del tratto intestinale, sostenute da Campylo -
bacter rivestono nel campo della Microbiologia Clinica (30, 31). Dal 1981 (32),
anno in cui fu tenuto a Reading (UK) il | Workshop Internazionale sulle in-
fezioni da Campylobacter, ad oggi, questo gruppo di patogeni é continuato a
crescere (33-35). Dopo Campylobacter é stata la volta di Helicobacter (non sol-
tanto H.pylori, in precedenza C.pylori e prim’ancora C.pyloridis), quindi di
Arcobacter (36-38). Indubbiamente, delle svariate specie appartenenti ai tre
generi menzionati, alcune non hanno importanza a livello enterico, altre non
sono patogene per I'uomo (talune soltanto per alcuni animali), altre ancora
sono del tutto saprofite ambientali (39, 40). Pertanto la loro trattazione esula
dal contesto di tale Monografia, che vuole invece limitarsi a delineare i prin-
cipali aspetti clinico-microbiologici e proporre le piu razionali linee-guida
diagnostiche per le specie responsabili di infezione a livello del tratto inte-
stinale umano (41, 42). Schemi e criteri diagnostici (dall’accettazione del
campione fecale alla refertazione finale) che via via si sono perfezionati, so-
prattutto in termini di efficacia clinica, nonostante iniziali e successive
(fors’anche future, non si puo escluderlo di certo) difficolta e/ o incompren-
sioni, legate essenzialmente a variabilita biologiche allo stesso Campylobacter
attribuibili (43-45).

Da anni gli Autori della presente Monografia sono particolarmente at-
tenti alle problematiche connesse alla diagnostica delle infezioni intestinali
da Campylobacter. Tant’e che in occasione del XXVII Congresso Nazionale
dell’Associazione Microbiologi Clinici Italiani (A.M.CL.I., di cui gli stessi ri-
vestono cariche ufficiali), svoltosi a Venezia nei giorni 6-9 ottobre 1998, e
stato dagli stessi tenuto un Corso monotematico al riguardo, in cui sono sta-
ti presentati anche risultati relativi ad un questionario distribuito a livello
nazionale a tutti i soci A.M.CL.l. onde valutare lo stato attuale dell’arte nel
nostro Paese, come successivamente verra approfondito, e verificare I’op-
portunita di allestire un adeguato sistema di sorveglianza anche in tema di
campylobacteriosi.

Caleidoscopio



Infezioni intestinali da Campylobacter e
Crotti D., Luzzi 1., Piersimoni C. microrganismi correlati

Capitolo 2: Tassonomia e classificazione

La tassonomia del genere Campylobacter é stata ampiamente riveduta, so-
prattutto nel corso dell’ultimo decennio (1, 2). Attualmente la famiglia di
appartenenza ¢ quella delle Campylobacteriaceae (in precedenza Spirillaceae),
che comprende tre generi distinti: Campylobacter, Arcobacter ed Helicobacter
(3, 4). In precedenza questi ultimi due generi, in particolare il genere Arco -
bacter, o facevano parte del genere Campylobacter o rientravano nel gruppo
dei cosiddetti Clo’s, ovvero Campylobacter-like organisms (5, 6). In verita,
guantomeno per alcuni Autori, il genere Helicobacter verrebbe escluso dal-
I’'appartenenza stretta a codesta nuova famiglia; huova famiglia di cui sol-
tanto Campylobacter ed Arcobacter farebbero parte (Goossens H.: Unpubli-
shed communication, 1998). Di fatto, come si vedra successivamente, nessu-
na specie del genere Helicobacter e tra I’altro coinvolta in enteriti/gastroente-
riti umane, salvo un paio di specie (H.fennelliae, H.cinaedi) responsabili di
proctiti e proctocoliti in maschi omosessuali (7, 8).

Al genere Campylobacter appartengono una ventina di specie, come ripor-
tato in Tabella 1 (9); al genere Helicobacter appartengono un numero legger-
mente inferiore di specie, come si puo osservare in Tabella 2 (10-13, 23); al
genere Arcobacter, infine, appartengono al momento 4 specie, come illustrato
in Tabella 3 (14-17). In tali prime tre tabelle sono riportate in grassetto le
specie di interesse umano e/o anche umano, in grassetto e sottolineate le
specie che sono o possono essere coinvolte in infezioni a livello del canale
intestinale (18, 19).

L’etimologia dei nomi dei tre generi, Campylobacter, Helicobacter ed Arco -
bacter, € quella nota o comunque intuibile: tipici spirilli ricurvi a “esse” (sin-
gola/multipla) le specie appartenenti a Campylobacter (19); spirilli elicoidali
le specie appartenenti al genere Helicobacter (20); batteri incurvati ad arco le
specie appartenenti ad Arcobacter (21). Tale denominazione fa riferimento
cosi alla piu 0 meno tipica morfologia quale appare all’osservazione al mi-
croscopio ottico (100x) dopo colorazione secondo Gram: bastoncelli gram-
negativi variamente incurvati (Figura 1). Non si vuole entrare nel dettaglio
della tassonomia piu fine (biologia molecolare e quant’altro), poiché tale ar-
gomento esula dagli scopi pratici della presente monografia (22). L’apparte-
nenza ad un genere piuttosto che ad un altro, cosi come I'appartenenza ad
una specie piuttosto che ad un’altra, non puo che basarsi, infatti, su com-
plesse metodologie o sofisticate tecnologie che solo pochi centri specialistici
o di ricerca, competenti, possono e debbono allestire ed utilizzare (26-28, 32-
37). A noi preme esclusivamente ricordare tale stato di cose, invitando, chi
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Campylobacter jejuni subspecies jejuni
Campylobacter jejuni subspecies doylei
Campylobacter coli

Campylobacter lari

Campylobacter upsaliensis
Campylobacter mucosalis

Helicobacter sp. strain CLO-3

Tabella 4. Schema rappresentativo delle specie di campylobacter termo -
tolleranti coinvolti (o comunque descritti) in enteriti/gastroenteriti umane.

Campylobacter hyointestinalis subspecies hyointestinalis
Campylobacter concisus

Campylobacter curvus

Arcobacter butzleri

Arcobacter cryaerophilus

Helicobacter fennelliae

Helicobacter cinaedi

Tabella 5. Schema rappresentativo delle specie di campylobacter Arcobacter,
Helicobacter non termotolleranti (solitamente) coinvolti (comunque
descritti) in enteriti/gastroenteriti umane.

(problema in certo qual modo assai delicato, vedi anche le Tabelle 1 e 2), che
verra meglio definita nel Capitolo 6, se la temperatura di 37° C é adeguata
per ogni specie di campylobacter di interesse in patologia infettiva intestinale
umana, é altresi vero, pertanto, che il ricorso alla scelta della temperatura di
42° C permettera, con maggiore selettivita, I’'isolamento delle specie di
Campylobacter, e praticamente soltanto Campylobacter termotolleranti, che so-
no peraltro quelli nettamente piu frequenti, quantomeno in Italia e nelle
nostre esperienze (38-45).
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Capitolo 3: Aspetti epidemiologici

Nei Paesi dove esiste una sorveglianza di laboratorio delle infezioni da
Campylobacter risulta evidente come il numero di isolamenti di questo mi-
crorganismo superi anche di molto in alcune circostanze quello degli isola-
menti da Salmonella. In Francia la prevalenza delle infezioni da Campylo -
bacter risulta uguale a quella delle infezioni da Salmonella mentre in Olanda
la prevalenza risulta piu elevata di quella delle salmonellosi. In Danimarca
le campilobatteriosi sono notevolmente aumentate negli ultimi 10 anni ed in
Svezia la loro prevalenza rimane elevata malgrado I’attuazione di efficaci
programmi di sorveglianza sul serbatoio animale.

Si puo dire che in generale nei Paesi del Nord Europa, ma anche nelle
regioni del Nord Italia, la prevalenza delle infezioni da Campylobacter supera
quella delle salmonelle, mentre viceversa accade per i Paesi del Sud. Se cio
rifletta il diverso standard igienico sanitario o le differenze climatiche tra
questi Paesi non e del tutto chiaro.

Considerando comunque che nelle sorveglianze di laboratorio I'inciden-
za delle infezioni in generale e di quelle da Campylobacter in particolare, €
senza dubbio sottostimata, risulta ovvio che queste ultime rappresentano un
serio problema in termini di Sanita Pubblica in quasi tutti i Paesi (1, 2).

In Italia non esiste a tutt’oggi un sistema di sorveglianza di laboratorio
per le infezioni da Campylobacter; tuttavia i risultati di diversi studi effettuati
“ad hoc” e di studi multicentrici (3) evidenziano come anche nel nostro
Paese le infezioni da Campylobacter giocano un ruolo di primaria importanza
nel vasto scenario delle infezioni intestinali (vedi cap. 8)

| dati presenti nella vasta letteratura internazionale mostrano come la
maggior parte dei casi di infezione da Campylobacter sembra avvenire in mo-
do sporadico. Episodi epidemici vengono infatti raramente identificati (5-8).

La malattia sembra colpire prevalentemente I’etd infantile e i giovani
adulti. Negli Stati Uniti il tasso di isolamento di Campylobacter pit elevato si
registra tra i bambini (14/100.000/anno). All’aumentare dell’eta il tasso
diminuisce fino a 4/100.000/anno nell’etd adolescenziale per poi risalire nei
giovani adulti (8/100.000/anno). Nei soggetti di mezza eta e negli anziani il
tasso d’isolamento diminuisce nuovamente fino a 3/100.000/anno.

In quasi tutti i Paesi dove ¢ attiva una sorveglianza di laboratorio si
osserva una stagionalita dell’infezione da Campylobacter con un marcato
picco nella tarda primavera e un picco secondario in autunno; cio contrasta
con I'andamento delle salmonellosi che mostrano generamente un picco 6-8
settimane piu tardi. Cid potrebbe indicare sia una differenza nelle fonti di
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trasmissione per i due patogeni o diversi fattori nella loro trasmissione
all’'uomo.

Il controllo delle enteriti da Campylobacter spp. dipende in larga parte
dalla comprensione dei meccanismi fisiopatologici della malattia, dalla
epidemiologia e dalla individuazione dei reservoir. In base alle conoscenze
attuali, alcuni animali da allevamento e domestici costituiscono le principali
fonti di contagio. Le pratiche di igiene personale, la ottimale cottura dei cibi,
la loro adeguata conservazione e la clorazione delle acque potabili sono
importanti misure nel prevenire le enteriti da Campylobacter.

I campylobacter fanno parte della flora intestinale normale di una ampia
varieta di animali sia selvatici che domestici (9). | microrganismi possono
contaminare la carcasse animali durante le varie fasi di macellazione e la
carne di pollame risulta quella pit frequentemente e piu pesantemente
contaminata (10).

Campylobacter puo ritrovarsi anche nel latte vaccino non pastorizzato e
studi microbiologici hanno mostrato che questo microrganismo puo essere
presente nei liqguami e nelle acque superficiali non trattate.

Come gia accennato sopra, gli episodi epidemici di infezioni da Campylo -
bacter vengono difficilmente identificati; tuttavia, laddove tali episodi sono
stati accuratamente studiati € emerso che i veicoli di infezione generalmente
comprendono carne cotta in modo inadeguato, specialmente pollame, latte
non pastorizzato (generalmente questi episodi vengono riportati in associa-
zione con visite presso fattorie), acqua non trattata o conservata in recipienti
contaminati dopo il trattamento, hamburger, roast beef o carne di agnello
poco cotta.

Gli studi effettuati sui casi sporadici hanno messo in evidenza il coinvol-
gimento degli stessi veicoli. La carne di pollame soprattutto mal cotta é si-
curamente il veicolo piu frequentemente identificato (11, 12).

In definitiva che gli alimenti di origine animale possano giocare un ruolo
di primaria importanza nella trasmissione del Campylobacter all’'uomo é sug-
gerito anche dal fatto che i sierotipi piu frequentemente isolati dal pollame e
dai bovini sono anche quelli piu frequentemente isolati dall’'uomo.

Infine, fattori di rischio identificati nelle infezioni sporadiche sono anche
rappresentati dal contatto con cani e gatti e soprattutto con cuccioli affetti da
diarrea. Anche in uno studio multicentrico sull’eziologia della gastroenterite
infantile effettuato in Italia nel 1992 (3) € emerso come il contatto con cani e
gatti rappresenti un fattore di rischio per I'infezione da Campylobacter.

La trasmissione persona-persona non sembra invece giocare un ruolo
importante nelle infezioni da Campylobacter.
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Capitolo 4: Fattori patogenetici

La patogenesi dell’infezione da Campylobacter comprende fattori specifici
del microrganismo e dell’ospite. Lo stato di salute dell’ospite, I’eta e I'immu-
nita umorale derivante da precedenti esposizioni, influenzano il risultato
clinico dell’infezione. D’altra parte diversi fattori di virulenza del microrga-
nismo possono contribuire alla patogenesi dell’infezione ma I’effettivo ruolo
di ciascuno di questi non é stato completamente definito (1, 2).

Motilita e colonizzazione del muco

La motilita del microrganismo é il risultato dell’azione dei flagelli che
conferiscono la capacita di un moto a vite. In questo modo la penetrazione
dello strato di muco che ricopre I'epitelio intestinale é facilitata permettendo
conseguentemente la colonizzazione del tratto intestinale (3).

Sempre a livello della barriera protettiva rappresentata dal muco, la
penetrazione da parte del batterio é facilitata anche dall’azione dei fattori
chemiotattici tissutali (4).

Adesione e invasione

La presenza di sangue nel campione fecale nei casi di gastroenterite da
Campylobacter depone per un meccanismo di tipo invasivo da parte del mi-
crorganismo. In un primo momento il batterio, grazie a una varieta di ade-
sine ma anche dei flagelli stessi, sono in grado di attaccarsi alle cellule epite-
liali: il passo successivo risulta nell’attacco alla membrana cellulare e nell’in-
ternalizzazione con un meccanismo di tipo fagocitico. Da alcuni studi risulta
anche che il microrganismo ¢ in grado di sopravvivere e di avere un effetto
tossico all’interno delle cellule stesse (5).

Tossine

L’enterite da Campylobacter pud anche manifestarsi come una diarrea di
tipo secretorio soprattutto nei bambini dei Paesi in via di sviluppo e si sup-
pone che in questi casi possa essere coinvolta la produzione di tossine. Di-
versi fattori tossici sono stati descritti: una enterotossina simile alla tossina
colerica e diverse citotossine. Sebbene diversi studi abbiano tentato di corre-
lare la produzione in vitro di tossine alla manifestazione clinica, in nessun
studio é stata dimostrata la presenza di tossine libere nel campione di feci di
cawsi di enterite da Campylobacter (6-10).
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Capitolo 5: Caratteristiche cliniche

Enterite da C. jejuni/coli

| sintomi e i segni della infezione da C. jejuni/coli non sono cosi peculiari
da poter essere differenziati da quelli causati da altri patogeni enterici (1-4).
In generale, diarrea e febbre sono sintomi comuni a tutte le enteriti
batteriche, ma mentre nei casi piu lievi, la sintomatologia é indistinguibile
da una gastroenterite virale, nei casi piu gravi sono state descritte forme di
colite severa del tutto simili alla colite ulcerosa o al morbo di Crohn. Nei
paesi in via di sviluppo, I’enterite da C. jejuni/coli é piu lieve, solitamente
senza febbre, leucociti e sangue nelle feci. Questa peculiarita é tuttavia ad
esclusivo appannaggio delle popolazioni autoctone, dal momento che
I’enterite contratta da turisti provenienti da paesi sviluppati (“traveller’s
diarrhoea”) presenta solitamente un quadro clinico di tipo inflammatorio
talvolta piu grave di quello riscontrabile nei paesi di provenienza.

Manifestazioni intestinali

Periodo di incubazione

Questo dura in media da 3 a 5 giorni, con possibilita di oscillazioni ai
due estremi da un giorno e mezzo a 7-10 giorni. Sfortunatamente é raro po-
ter individuare esattamente il momento dell’infezione, cosi che questi valori
sono stati calcolati in larga parte su osservazioni circostanziali. Il dato da
ricordare € che la durata del periodo di incubazione é spesso piu lunga di
guanto siamo abituati a rilevare nelle altre infezioni enteriche.

La malattia nell’adulto

Il quadro clinico delle infezioni da C. jejuni/coli € in gran parte noto gra-
zie a studi effettuati su pazienti i cui sintomi sono stati sufficientemente gra-
vi da richiedere assistenza medica ed un esame coproculturale. In circa la
meta dei pazienti si registra un quadro prodromico della durata di 48 ore
caratterizzato da alcuni o da tutti i seguenti disturbi: febbre (>38° C) talvolta
con brivido, malessere, cefalea, vertigine, mialgie, nausea e dolore addomi-
nale crampiforme solitamente periombelicale. A breve, segue la diarrea che
dura almeno un giorno caratterizzata, nel periodo di maggiore acuzie, da 8
o piu scariche/die. Le feci sono generalmente acquose, ma possono con-
tenere fiocchi di muco e sangue vivo; quest’ultimo generalmente compare
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dopo 1-2 giorni di diarrea profusa. | campioni fecali esaminati in fase piu
acuta (>75%) mostrano all’osservazione microscopica un essudato di tipo in-
fiammatorio con numerosi leucociti neutrofili. La nausea é frequente, men-
tre il vomito si osserva solo in una minoranza dei casi e di rado é protratto.
Fra le persone che non hanno avuto necessita di assistenza medica e sono
state studiate attraverso indagini epidemiologiche, il quadro clinico riscon-
trato e piu lieve. L’enterite da C. jejuni € una malattia autolimitante; la mag-
gior parte dei pazienti guarisce entro 7 giorni, tuttavia in circa il 25% dei
casi si verifica la persistenza del dolore addominale o una ricaduta in genere
piu lieve del primo attacco.

La malattia nel bambino

Il bambino & in genere colpito meno gravemente dell’adulto, tuttavia
pud presentare forme morbose recidivanti o persistenti. Aspetto peculiare e
la presenza di sangue nelle feci nella quasi totalita dei casi, principalmente
2-4 giorni dopo I'insorgenza dei disturbi. Comuni sono anche la febbre ed il
dolore addominale, quest’ultimo puo talvolta comparire in assenza di diar-
rea. La disidratazione & un evento non frequente, legato al fatto che la ente-
rite da C. jejuni/coli, contrariamente ad altri agenti (Rotavirus, Salmonella)
colpisce generalmente bambini pit grandi (4-5 anni).

Complicanze intestinali

Addome acuto. L’intensita del dolore addominale associato a dolore alla
palpazione puo portare il paziente in sala operatoria con diagnosi di perito-
nite acuta. Nella maggior parte dei casi si tratta di giovani adulti o bambini
piu grandicelli. Alcuni di questi pazienti presentano realmente appendicite
acuta, presumibilmente secondaria alla congestione e all’edema intestinale
da infezione, ma per tutti gli altri questo non e vero. | pazienti erroneamente
sottoposti ad intervento chirurgico mostrano infiammazione acuta dell’ileo,
del digiuno e dei linfonodi mesenterici associati. Questi pazienti sono spes-
so assai gravi e quindi non si giovano affatto di un intervento chirurgico
non risolutivo. E’ proprio in questi casi che risulta estremamente utile porre
rapidamente la diagnosi di enterite da C. jejuni/coli mediante I’esame micro-
scopico diretto delle feci.

Intussuscezione falsa. Talvolta nei bambini affetti da enterite da C.
jejuni/coli é possibile ’'emissione di sangue con le feci senza diarrea; cio puo
far porre la diagnosi errata di intussuscezione con conseguente laparotomia.
E’ questa un’altra evenienza in cui una diagnosi di laboratorio rapida puo
risultare dirimente.

Emorragia intestinale. E’ una evenienza rara che puo far erroneamente
porre la diagnosi di malattia infiammattoria cronica dell’intestino.
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Altre complicanze molto rare sono il megacolon tossico, la colite
pseudomembranosa e la colecistite.

Complicanze extra-intestinali

Batteriemia. E’ probabilmente molto piu frequente di quanto si possa
pensare, poiché gittate batteriemiche rientrano nella patogenesi dei primi
stadi della malattia. Tuttavia, la rarita con cui vengono prelevate emocolture
a pazienti febbrili con diarrea ed il fatto che i campylobacter siano batteri
esigenti fanno si che questa complicanza sia stata descritta solo episodica-
mente prevalentemente in pazienti affetti da condizioni di immuno compro-
missione di vario genere. Insieme alla batteriemia, sono stati descritti rarissi-
mi casi di meningite, artrite settica ed aborto settico (5)

Complicanze post-infettive

Artrite reattiva. Alcuni pazienti sviluppano una artrite reattiva o piu ra-
ramente un eritema nodoso dopo un episodio di enterite da C. jejuni/coli. Lo
studio di questi casi ha rivelato che la maggior parte dei pazienti presentava
il fenotipo di istocompatibilita HLA-B27. Questo tipo di artrite reattiva non
puo essere differenziata dalle analoghe manifestazioni che possono seguire
alle enteriti da Shigella, Salmonella o Yersinia.

Sindrome di Guillain-Barré (GBS). Sulla base della evidenza scientifica
raccolta negli ultimi anni, oggi si puo affermare che la associazione fra
infezione da C. jejuni e GBS (una malattia acuta demielinizzante dei nervi
periferici) e stata chiaramente riconosciuta (6). La risposta immune evocata
verso il C. jejuni é implicata nella patogenesi della GBS mediante un
meccanismo di immunita crociata con i gangliosidi che compongono la
guaina dei nervi periferici. Dati sierologici e colturali hanno evidenziato che
il 20%-40% dei pazienti affetti da GBS hanno avuto una enterite da C. jejuni
1-3 settimane prima dell’insorgenza dei sintomi neurologici. Non é stata
dimostrata nessuna correlazione fra la gravita della enterite da C. jejuni ed
una maggior probabilita di sviluppare la GBS. In Giappone e negli Stati Uni-
ti il 30%-80% degli stipiti di C. jejuni isolati da pazienti con GBS appartiene
al sierotipo Penner O:19. Questo sierotipo costituisce meno del 3% degli
stipiti di C. jejuni normalmente isolati dalle feci e sembrerebbe quindi stret-
tamente correlato con la GBS.

Enterite da Campylobacter spp. Non-jejuni, Non-coli

La maggior parte dei campylobacter isolati dalle feci é costituita da
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C.jejuni/coli; tuttavia questa netta predominanza riflette in larga misura le
tecniche di coltura impiegate per I'isolamento. Laddove infatti viene
sistematicamente impiegata le tecnica di filtrazione su membrana la
percentuale di campylobacter non-jejuni, non-coli & in aumento e questi
microrganismi stanno conquistando un ruolo non trascurabile fra i patogeni
enterici (7).

C.upsaliensis. E’ causa di enterite quasi esclusivamente nei bambini. Fu
isolato per la prima volta dalle feci del cane che ne rappresenta il principale
serbatoio. L’enterite insorge bruscamente, ma la sintomatologia sembra es-
sere piu lieve di quella da C.jejuni/coli data la rarita di febbre, vomito e dolo-
re addominale. Il sangue & presente nelle feci solo nel 25% dei casi ed, allo
stesso modo, i leucociti fecali si ritrovano solo in 1/5 dei pazienti colpiti. La
malattia & autolimitante e si risolve in di meno di una settimana. Recente-
mente, C. upsaliensis & stato associato alla Sindrome Emolitico Uremica ed
alla GBS. Queste osservazioni attendono ulteriore conferma (8).

C.hyointestinalis. E’ stato implicato come possibile causa di enterite pro-
liferativa nel maiale. Nell’'uomo sembra responsabile di enterite soprattutto
negli omosessuali e nei pazienti immunocompremessi, ma é stato isolato an-
che dalle feci di bambini affetti da diarrea con feci acquose, prive di sangue.

C.lari. E’ una specie commensale dell’intestino dei gabbiani. Nei bambi-
ni causa una forma di enterite caratterizzata da diarrea non ematica, scarsa
febbre e dolori addominali crampiformi

H.cinaedi ed H.fennelliae. Conosciuti in passato come CLOs (Campylop -
bacter-like organisms), sono causa di proctocolite, enterocolite e diarrea negli
omosessuali. Il quadro enterico é di lieve entita e risolve spontaneamente
anche nei pazienti HIV positivi. Recentemente H.cinaedi é stato isolato anche
dalle feci di donne e bambini con diarrea a riprova che questo mi-
crorganismo puo avere un ruolo patogeno piu ampio di quello finora co-
nosciuto.

A.butzleri ed A.cryaerophilus. La quasi totalita degli isolamenti ottenuti
da campioni fecali é costituita da A.butzleri. Il quadro clinico associato, co-
mune ad adulti e bambini, comprende diarrea e dolori addominali. Ulteriori
studi sono necessari per meglio definire il ruolo enteropatogeno di A.butzleri
e delle altre specie di Arcobacter.

C. jejuni subsp. doylei. E’ stato isolato dalle feci di bambini con diarrea e
dalle biopsie antrali di adulti con sintomatologia dispeptica. Il suo ruolo di
enteropatogeno € ancora in larga parte da definire.
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Capitolo 6: Metodologia diagnostica

La diagnosi di un’infezione intestinale sostenuta da Campylobacter (o
simili) va ovviamente inserita nel contesto della coprocoltura, ovvero della
diagnostica microbiologica in senso lato intesa delle diarree infettive (1). OI-
tre ai campylobacter, svariati sono o possono essere gli agenti batterici re-
sponsabili di enterite, in particolar modo acuta: Salmonella spp., Shigella spp.,
Yersinia enterocolitica, E.coli enteropatogeni (dagli ETEC agli EAEC, dai
VTEC agli EHEC), vibrioni (Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas), e altri ancora (1,
2). Responsabili di diarree infettive sono anche pareccchi agenti virali, rota-
virus e adenovirus probabilmente tra i piu frequenti (1, 3). Causa di infezio-
ni intestinali sono, ancora, alcuni protozoi: amebe (in Paesi in via di svilup-
po), flagellati (anche in Italia), ciliati (peraltro oggidi assai rari), coccidi (in
bambini piccoli e in pazienti immunodepressi soprattutto), e microsporidi
(tipicamente in pazienti affetti da AIDS); le infezioni sostenute da protozoi
SON0 0 pOSSONO essere pill sovente protratte, a volte apparentemente (si
pensi a Giardia intestinalis per esempio) asintomatiche (1, 4).

Le variabilita di prevalenza delle eziologie & legata a vari fattori, prima
di tutto quello geografico (5). Purtuttavia, la qualita diagnostica di laborato-
rio € elemento determinante nella conoscenza epidemiologica di tali preva-
lenze, in ogni dove, in ogni realtad, ovunque e sempre. Ecco quindi I'impor-
tanza di tracciare, in questo capitolo della presente monografia, le linee-gui-
da ottimali per una adeguata/efficace diagnosi delle infezioni intestinali so-
stenute da Campylobacter, da molti ancora misconosciuto o sottostimato, pre-
sente in Italia, in Europa, nei Paesi in via di sviluppo. Questo anche in rela-
zione al fatto che I'attuale legislazione riguardante il Nomenclatore Nazio-
nale per le prestazioni di Laboratorio Analisi prevede anche la ricerca di
guesto schizomicete, oltre ad altri patogeni intestinali, in particolare Shigella
e Salmonella (6).

Un’ulteriore considerazione va poi fatta in merito alla attuale elevata
dinamicita degli eventi e delle popolazioni, intesa quest’ultima soprattutto
in termini di movimenti migratori e turistici (7). Ecco allora come il Labora-
torista deve essere comunque pronto a intervenire per una buona diagnosi,
soprattutto quando si parla di Campylobacter, cosi frequente, cosi particolare,
cosi insidioso, come piu volte ribadito nei capitoli precedenti (8, 9).

Riteniamo che, come sempre accade in Microbiologia Clinica, la garanzia
di una buona e sicura diagnosi sia strettamente vincolata alla bonta del
campione biologico, nella fattispecie quello fecale (1, 10-12). Inoltre & nostra
convinzione che, data I’estrema attualita della ricerca di Campylobacter (vedi
guanto da poco detto e, si ripete, esso e certamente presente anche nel
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nostro Paese e non di rado e prevalente), questa ricerca debba e possa essere
da tutti condotta in modo esaudiente (13-15). Pertanto il presente capitolo
traccera in vari paragrafi sia la metodologia nell’approccio diagnostico delle
infezioni intestinali (in particolar modo, appunto, da Campylobacter), dalla
raccolta del campione fecale alla refertazione finale, sia i vari stadi di e per
una diagnostica mirata, da quella minima a quella ragionata, a quella cosid-
detta completa, che vuole fare evidentemente riferimento alle possibilita e/o
al livello dei laboratori biomedici attenti a tale problematica, o comunque
orientati e/o autorizzati a siffatta prestazione diagnostica (12).

Il campione fecale

L’enterite acuta, I’enterite in atto, decorre con emissioni di feci diarroi-
che. Utile, significativo e certamente diagnostico e processare quindi cam-
pioni fecali liquidi, o comunque i campioni rappresentati da feci non forma-
te, raccolte quanto prima dopo I'insorgenza del quadro clinico (1, 11). Ritar-
di eccessivi penalizzeranno la significativita diagnostica, la tempestivita te-
rapeutica (per Campylobacter non é sufficiente la sola reidratazione, ma e
altresi importante una specifica terapia antibiotica (16-18), la prognosi per il
paziente, piccolo o adulto che sia (20). Gia ¢ stato detto infatti della, non di
rado, eclatanza del quadro clinico, con emissione di feci ematiche e con feb-
bre elevata, delle complicanze correlate alle gravi enteriti da Campylobacter,
soprattutto C.jejuni (ed in verita soltanto, sembra, ad alcuni sierotipi), quali
la sindrome di Guillain-Barré (21).

In Tabella 6 si riassume I'atteggiamento operativo che si dovrebbe avere
in Laboratorio di fronte ad un campione fecale non significativo pervenuto
per una sua processazione microbiologica. In altre parole, limitandoci alla
problematica Campylobacter (ma tali linee-guida operativo-comportamentali
possono altresi valere per la coprocoltura in senso pitu ampio intesa), quan-
do le feci non sono liquide, se non francamente solide/formate, in assenza
di un’enterite vera e propria, non sarebbe il caso di procedere, in quanto
0zioso, inutile, inefficace 0 non produttivo. Salvo alcune eccezioni: donne in
gravidanza (oltre la ricerca di Salmonella ed eventualmente Streptococcus aga -
lactiae), quantunque il “portatore sano” di Campylobacter sia piuttosto raro
(22); nello studio-sorveglianza delle resistenze agli antibiotici, peraltro in
centri specialistici (23); qualora il quadro clinico sia stato sottostimato (so-
prattutto all’interno di un episodio epidemico).

In Tabella 7 vengono suggerite invece le linee-guida comportamentali
per campioni apparentemente non idonei (in quanto rappresentati da feci
non liquide) ma potenzialmente adeguati in quanto provenienti da soggetti
particolari (i campioni eccezionali, di fatto, citati in Tabella 6) o da pazienti
con enterite recente o comunque con infezione probabilmente ancora in atto.

yyBl Caleidoscopio



Crotti D., Luzzi 1., Piersimoni C.

Infezioni intestinali da Campylobacter e

microrganismi correlati

Soggetto Feci Sintomatologia Indagine  Consiglio
- asintomatico sano® - 0ziosa - non procedere
Formate - asintomatico dopo - inutile - non procedere
terapia®°®
Controllo o] - asintomatico in - inefficace - non procedere
epidemia®°°®
Non formate - dolori addominali - non - non procedere
ricorrenti corrispettiva
- alvo irregolare - non - non procedere
significativa
CONTROLLO ° donne in gravidanza (?: vedi testo)

ECCEZIONALE:

°° studio-sorveglianza dei ceppi resistenti selezionati (vedi anche testo)

°°¢ verifica assenza sintomatologia (attuale o pregressa: vedi anche testo)

Tabella 6. Proposta di linee-guida comportamentali per campioni fecali
inadeguati.

CONTROLLI ECCEZIONALI® / ENTERITE RECENTE °° / ENTERITE IN ATTO °°°

FECI FORMATE °

FECI NON FORMATE °°/°°°

procedere

procedere

N.B.: se CONTROLLO/FECI FORMATE > >
FECI NON FORMATE

se CONTROLLO/FECI LIQUIDE > >
FECI ACQUOSE

non procedere

verificare la discrepanza
(anche: ripetere)

Tabella 7. Proposta operativo-comportamentale per campioni di feci non
liquide ma potenzialmente adeguati.

Saranno sicuramente casi rari se non rarissimi (“lI’eccezione conferma la
regola”), ma all’attenzione del diagnosta di laboratorio nulla puo e deve
sfuggire (purcheé si conosca il caso, ben s’intende, come piu avanti sara det-
to). Inutile, si ribadisce, & procedere a controlli del tutto ingiustificati, cosi
come mandatorio € informarsi meglio quando si ha a che fare con campioni
di feci liquide in soggetti “asintomatici” (verificare la discrepanzal).

Infine, in Tabella 8 si ricorda come i campioni fecali idonei siano quelli
liquidi (o comunque rappresentati da feci non formate) in pazienti con en-
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Quadro clinico Campioni fecali Commento

ENTERITE ACUTA ottimali b procedere

ENTERITE RECENTE inutili b procedere

(solo come controlli eccezionali)

ENTERITE PROTRATTA non significativi P non procedere

Tabella 8. Campioni adeguati ed idonei per la ricerca di campylobacter nelle feci.

terite in atto, ovvero acuta o, ma solo in casi particolari (vedi sopra), recente
(24). Del tutto ingiustificato & procedere in enteriti protratte, in quanto
Campylobacter non & solitamente coinvolto nelle enteriti impropriamente de-
finite croniche (oltre i 10-15 giorni), ove protozoi (o agenti virali) sono
usualmente in causa, anche se alcuni stipiti di Arcobacter sarebbero stati in-
dividuati quali responsabili di enteriti persistenti.

L’accettazione del campione

L’accettazione del campione fecale & subordinata, cosi, alla qualita del
medesimo, per quanto detto, e alla quantita dello stesso: con poco, se non
pochissimo, materiale fecale, a maggior ragione se non francamente liquido,
I'indagine microbiologica, concernente non solo Campylobacter ovviamente,
sara irragionevolmente incompleta: almeno 3-5 grammi di feci non forma-
te/soffici, ovvero 5-10 ml di feci liquide/acquose rappresentano quella
quantitd minima che puo dare la garanzia di potere procedere ad una pres-
soche completa indagine microbiologica. Ricordiamo ad ogni buon conto
che in tale trattazione ci limiteremo a tracciare le linee-guida specifiche per
la ricerca di Campylobacter ed Arcobacter (nonché Helicobacter), fermo restan-
do che I'approccio generale iniziale, che sara presentato, € omnicomprensi-
vo di qualsivoglia agente microbico potenzialmente responsabile o “capace”
di infezione (1).

Fondamentale é allora ricevere, per ogni campione fecale per il quale si
debba procedere alle indagini microbiologiche, le adeguate informazioni re-
lative al paziente, al caso in questione in altre parole: dalle generalita (Co-
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gnome, Nome e data di nascita sono fondamentali quantomeno per indivi-
duare il soggetto) alle caratteristiche cliniche, dalle informazioni anamnesti-
che (evidentemente le piu recenti), ai richiami epidemiologici piu significati-
vi. E questo ¢ ottenibile adottando un “cedolino” preparato “ad hoc”, un
modello di richiesta in altri termini, in cui in modo conciso ma esaustivo
vengano annotate le principali caratteristiche utili a inquadrare il caso in
questione (Tabella 9). Un’attenta e competente “lettura” di un “buon ce-
dolino” & non infrequentemente gia segnale della possibile presenza o della
probabile assenza di una campylobacteriosi!.

AL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA

Richiesta di
ESAME MICROBIOLOGICO DELLE FECI
Paziente /M; /F; nat__il (eta: anni)
Reparto/Provenienza (tel , fax ) Domicilio
Sintomatologia insorta il ; Data di (eventuale) ricovero:

QUESITO DIAGNOSTICO:

In terapia diagnostica: /no; /si:

Aspetti clinici
feci: []formate []non formate []semiliquide []liquide/acquose
N° scariche/di: /<3 /3-5 />5
[]febbre: [] dolori addominali []nausea []vomito
[]sangue evidente nelle feci [ Jaltro

Ulteriori informazioni

Richiami epidemiologici

Viaggi:
Alimentazione/potus:
Altro:
[] caso sporadico [] caso epidemico:
Ulteriori indicazioni:
Data Il medico Richiedente

Tabella 9. Modello di richiesta per la “coprocoltura”.
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Iter diagnostico analitico

Indagini preliminari

Una volta accettato il campione fecale in quanto idoneo, si procede alla
esecuzione delle indagini microbiologiche. Le indagini preliminari, utilissi-
me, sono riportate in Tabella 10. In presenza di feci liquide, con leucociti
(polimorfonucleati neutrofili, PMN) e sangue (evidente/occulto), puo essere
opportuno ricorrere alla colorazione secondo Gram, che, ad un occhio alle-
nato, fornira utili indicazioni diagnostiche (Tabella 11). La Figura 2 ¢ espli-
cativa al riguardo.

Coprocoltura

In Tabella 12 sono riportate le raccomandazioni per I’esecuzione della co-
procoltura per Campylobacter, per Arcobacter e per Helicobacter. Come si puo
vedere, per le feci francamente liquide é preferibile utilizzare le tecnica della
membrana filtrante (25-29). La suddetta tecnica, utilizzando terreni non se-
lettivi al sangue o al carbone, con incubazione a 37° C, permette I’isolamento
di tutti i campylobacter responsabili di enterite nell’'uomo: Campylobacter,
Arcobacter ed in caso Helicobacter (vedi Tabelle 4 e 5 in particolare). Questa
tecnica & quindi raccomandata per la ricerca di Campylobacter ed Arcobacter !
(COPROCOLTURA per Campylobacter ed Arcobacter, vedi Tabella 11). L’in-
cubazione overnight (Figura 3), pitu raramente per 48 ore, ¢ gia suffi-
ciente/ottimale per i campylobacter cosiddetti “tipici” (C.jejuni, C.coli, C.lari),
campylobacter peraltro decisamente prevalenti nelle nostre esperienze (30-
32). Protraendo I'incubazione per 3-5 (sin’anche 7) giorni, questa tecnica

- Qualita e consistenza delle feci
ESAME MACROSCOPICO possibile
- odore delle feci b enterite
invasiva
- sangue evidente

- POLIMORFONUCLEATI b probabile enterite
ESAME MICROSCOPICO invasiva
- POLIMORFONUCLEATI P verosimile enterite
(esame diretto: 40x) ERITROCITI invasiva
(col.ne sec. Gram: 100x)
- POLIMORFONUCLEATI b verosimile enterite
ERITROCITI invasiva da
SPIRILLI GRAM-NEGATIVI Campylobacter

Tabella 10. Indagini preliminari: orientamento diagnostico.
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ESAME MACROSCOPICO - conferma idoneita del campione

- verifica presenza sangue evidente

ESAME MICROSCOPICO DIRETTO

L L ] Microscopia ottica
valutazioni leucociti fecali

v Y

POSITIVO NEGATIVO < procedere (vedi oltre)
VL (COPROCOLTURA per Campylobacter)

esame batterioscopico (colorazione sec. GRAM / ALTRE)

test commerciale

—»NEGATIVO per spirilli Gram- negativi < procedere (vedi oltre)
(COPROCOLTURA per Campylobacter)

—»POSITIVO per spirilli Gram-negativi

* >

Procedere in modo differenziato

avvertire il curante

(COPROCOLTURA per Campylobacter ed Arcobacter)

Tabella 11. Prospetto delle fasi iniziali precedenti la coprocoltura vera e propria.

FECI LIQUIDE
sempre P TECNICA DELLA MEMBRANA FILTRANTE
(preferibilmente) (37° C overnight, microaerofilia: vedi oltre e testo)

se leucociti / globulirossi P TECNICA DELLA MEMBRANA FILTRANTE MODIFICATA

(come sopra + dischetto di eritromicina: vedi testo e foto)

[ COPROCOLTURA PER Campylobacter ED Arcobacter]

FECI NON LIQUIDE

P TERRENI SPECIFICI SELETTIVI (commerciali / vari)

(37°- 42° C, 48 ore, microaerofilia: vedi anche testo)

P nel caso: pre-arrichimento a freddo (vedi testo)

Tabella 12.Coprocoltura per Compylobacter, Arcobacter e simili: metodologie
operative.
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permette la crescita anche dei campylobacter “atipici”, ovvero le altre specie
appartenenti al genere Campylobacter e le specie appartenenti al genere Ar -
cobacter, sicuramente pit inusuali quantomeno nella nostra Penisola (33-36).

Qualora si fosse osservata la presenza di spirilli gram-negativi all’esame
batterioscopico diretto (Figura 2) pud essere opportuno adottare la tecnica
supplementare applicando al centro della membrana un dischetto di eritro-
micina (1), si da potere refertare in via preliminare (ma del tutto affidabile,
Dati personali), la presenza di Campylobacter “termotolleranti” (C.jejuni,
C.coli, di fatto) sensibili (come rappresentato in Figura 4), o resistenti, a
guesto macrolide, di | scelta nella terapia specifica delle campylobacteriosi
(37-41). In Figura 5 viene presentata (riportata da Crotti, Edizioni Scientifi-
che Mascia Brunelli-Biolife, 1997: vedi anche riferimento bibliografico 10-ca-
pitolo 1) la tecnica della membrana filtrante e la modalita della sua esecuzio-
ne, tecnica indubbiamente anche piu sensibile (30).

Risospendere una parte delle feci in brodo Brucella (o soluzione fisiologica),
meglio se preriscaldati; omogeneizzare bene!

Alcune gocce (3-4) vengono deposte sopra una membrana filtrante sterile (dm:
0.45 m ad es.) a sua volta appoggiata sulla superficie di una piastra di agar sangue

0 agar carbone.

La piastra viene poi posta a 37° C in aerobiosi per 45', quindi, dopo rimozione del-
la membrana, incubata a 37° C in microaerofilia per 24-48 ore (se negativa, reincu-
barla, nel caso, per altri 3-5 giorni: vedi anche testo).

Le colonie di campylobacter, in particolare di Campylobacter jejuni/coli (i piu fre-
quenti) crescono rigogliose, confluenti, solitamente in coltura pura, al centro della
piastra. Tali colonie appaiono leggermente sciamanti, pigmentate in rosa quando
sollevate; positive sono le prove dell'ossidasi e della catalasi; la colorazione di
Gram mostra spirilli gram-negativi inconfondibili per una diagnosi di campy-
lobacteriosi (vedi anche testo).

Figura 5. Tecnica della membrana filtrante e sua spiegazione (vedi anche
testo).
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Qualora non fossero disponibili le membrane filtranti (da 45, 60 o 65 m
facilmente reperibili in commercio), o non si fosse in presenza di feci
liquide, o per scelte d’altra natura, € doveroso ricorrere all’utilizzo di terreni
specifici selettivi, al sangue o al carbone, quali quelli, ormai numerosi, pro-
posti dalle Industrie Diagnostiche del Settore cui rimandiamo (43-47). L’in-
cubazione sara quella di 37° C o, meglio, di 42° C, protratta per 48 ore, sem-
pre in atmosfera microaerofila (vedi anche sotto). In casi particolari, soprat-
tutto quando le feci sono formate (vedi quanto detto in precedenza), puo es-
sere utile ricorrere ad un prearricchimento overnight a 2-8° C in brodo ana-
logo (Dati personali non pubblicati, 48-50). Con tali tecniche solo C.jeju -
ni/C.coli/C.lari saranno con certezza coltivabili ed isolabili (Figura 6).

Come recentissimamente emerso (9th International Workshop on Campy -
lobacter Helicobacter & Related Organisms, Cape Town, South Africa, 15-19
September 1997 ), progredendo le conoscenze sempre piu fini riguardanti
gli aspetti strettamente batteriologici in tema di campylobacter, € da supporre
che Iisolamento di alcune specie di Campylobacter ed Helicobacter di interesse
generale, ma in particolare umano ed a livello intestinale, possa essere sotto-
stimato in quanto la tradizionale microerofilia, “conditio sine qua non” (con
le dovute eccezioni, vedi Tabelle 1, 2 e 3) per la crescita “in vitro” su idonei
terreni di coltura (vedi quanto detto sopra) di batteri appartenenti a questi
tre generi, puod non essere ottimale per tutti (51). In Tabella 13 sono riportate
le atmosfere di incubazione relative a due diversi “tipi” di microaerofilia: la
cosidetta “normale” (ottenibile in vari modi: vedi Tabella 14) e quella
arricchita di H2 (idrogeno nascente, vedi Tabella 15). Mentre i piu noti, i piu
frequenti, i pit importanti ceppi di Campylobacter ed Arcobacter (ma forse
solo per quanto detto e per quanto fatto sinora) crescono in microaerofilia
“normale” (Tabella 16), altri ceppi, di Campylobacter come di Helicobacter,

MICROEROFILIA MICROAEROFILIA
" normale " "arricchitadi H2 "
O, 5% (o]} 5%
CO; 10 % CO, 10 %
N2 82-85 % H, 85 %

Tabella 13. Atmosfere di incubazione “microaerofiliche” per i campylobacter.
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KIT DEL COMMERCIO:
- con catalizzatore
- senza catalizzatore

MISCELE DI GAS (soluzione al 2.5%)

Alka-Seltzer + CuSO,

CANDLE JAR + COLTURA DI Escherichia coli

Tabella 14. Modalita di ottenimento della microaerofilia tradizionale.

MICROAEROFILIA ARRICCHITA DI H2

KIT PER ANAEROBIOSI SENZA CATALIZZATORE

Tabella 15. Modalita di ottenimento della atmosfera microaerofilica
“modificata”.

Genere specie subspecie
biovar

Campylobacter jejuni jejuni

Campylobacter jejuni doylei

Campylobacter coli

Campylobacter lari

Campylobacter upsaliensis

(Campylobacter) (hyoilei)

Campylobacter fetus fetus

Campylobacter fetus venerealis

Arcobacter butzleri

Arcobacter cryaerophilus

(Arcobacter) (skirrowii)

Tabella 16. Elenco dei principali campylobacter il cui optimum di atmosfera
e la microaerofilia tradizionale piu nota. (Tra parentesi: campylobacter non
di interesse umano). (Non sottolineati: campylobacter di interesse umano
ma non a livello intestinale).
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crescerebbero meglio in atmosfera microaerifila arricchita di idrogeno
(Tabella 17).

Non si vuole ora entrare nel merito del come I'applicazione routinaria di
tali strategie possa in qualche modo modificare tutta una serie di cono-
scenze sinora ottenute. Sicuramente anche le specie elencate in Tabella 17
crescono, sono cresciute, possono crescere nelle condizioni di microaerofilia
da tempo conosciute ed utilizzate; ma forse non tutti, forse non sempre,
forse piu lentamente. Indubbiamente tali fatti ampliano o potrebbero
ampliare considerevolmente gli orizzonti di azione per chi voglia cimentarsi
in modo esaustivo in questo suggestivo tema di microbiologia clinica (52).
Cio non toglie che, se ulteriori sforzi debbono essere condotti per migliorare
ancor piu le conoscenze, operando “bene” come precedentemente detto una
piu che soddisfacente diagnostica di campylobacteriosi pud comunque es-
sere portata a termine; e questo e cio che ci preme innanzitutto. E allora, per
C.jejuni, il piu frequente, per C.coli, tutt’altro che raro, per C.lari, invero
infrequente, per C.upsaliensis, anch’esso piuttosto raro, per Arcobacter sp.,
utilizzando la tecnica della membrana filtrante, la temperatura di 37° C, la
microaerofilia tradizionale (variamente ottenibile), dopo 1 o piu giorni que-
sti schizomiceti cresceranno nelle “mani” di tutti i microbiologi coscienziosi,
attenti, volonterosi (26).

MICROAEROFILIA ARRICCHITAIN H;

Genere specie subspecie
biovar

Campylobacter hyointestinalis hyointestinalis
(Campylobacter) (hyointestinalis) (lawsonii)
Campylobacter concisus
Campylobacter mucosalis
Campylobacter curvus
Campylobacter sputorum sputorum
Campylobacter sputorum faecalis
Campylobacter sputorum paraureolyticus
(Campylobacter) (helveticus)
Helicobacter cinaedi
Helicobacter fennelliae
Helicobacter rappinii

Tabella 17. Elenco dei principali campylobacter il cui optimum di atmosfera
e la microaerofilia modificata. (Tra parentesi: campylobacter non di inte -
resse umano). (Non sottolineati: campylobacter di interesse umano ma non

in sede intestinale).
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Identificazione

Per quanto riguarda I'identificazione, in termini di diagnosi di genere e
diagnosi di specie, riteniamo che questa possa scomporsi in almeno tre fasi,
tre stadi successivi, compatibilmente con il livello del laboratorio micro-
biologico impegnato in tale compito: diagnostica minima per i laboratori pit
piccoli, meno attrezzati, cosidetti di I livello; diagnostica adeguata per quelli
di medie dimensioni, di Il livello se si preferisce; diagnostica ragionata per i
laboratori microbiologici di Il livello, o comunque sufficientemente attrez-
zati per affrontare tale problema. La diagnostica completa, quarto ed ultimo
stadio, comprensiva delle “tipizzazioni” (vedi anche oltre), non potra che
essere appannaggio, in linea di massima, di pochi centri specialistici, di rife-
rimento, in altre parole, a livello nazionale (42).

Compito del microbiologo clinico &, ancor pit che una “buona” identific-
azione (intesa in termini di corretta/completa identificazione biologica),
quello di procedere alla valutazione in vitro della sensibilita e della resisten-
za alle molecole antibiotiche di pit comune impiego, in vivo, per quel dato
microorganismo. Per quanto detto anche in precedenza, mandatoria ¢ tale
valutazione, di indubbio risvolto sul piano clinico. Nel paragrafo specifico
verranno forniti i suggerimenti piu pratici per una sufficientemente adegua-
ta esecuzione dell’antibiogramma (tra I’altro gia accennata), sia nei laborato-
ri pitu semplici cosi come nei laboratori pit grossi e di maggiore impatto sa-
nitario.

Diagnostica minima

Come riportato gia nella Figura 5, una diagnostica minima di genere,
Campylobacter sp., verosimilmente del gruppo termotollerante (soprattutto
se € stata utilizzata la temperatura di 42° C), é ottenibile con facili valutazio-
ni macro-microscopiche e con pochissime prove biochimiche (Tabella 18).
Colonie piccole, confluenti, lucenti, leggermente diffondentesi lungo le linee
di semina (se si sono utilizzati i terreni specifici selettivi, come riportato in
Figura 6, in alternativa alla membrana filtrante, come in Figura 7), apparen-
temente non pigmentate, ma pit 0 meno debolmente pigmentate in aran-
cione-giallo-rosa quando sollevate con I’ansa, sono fortemente suggestive in
tal senso. Determinanti saranno le prove della citocromossidasi (sempre po-
sitiva) e della catalasi (quasi sempre positiva), e I’osservazione microscopica
dopo colorazione secondo Gram: “spirilli ““ gram-negativi (Figura 8)!

In commercio sono reperibili kit al lattice per identificare, su colonie cre-
sciute in coltura pura, C.jejuni/coli/lari (53). Tali kit sono indubbiamente sen-
sibili e specifici (Dati Personali). Il relativamente elevato costo dello stesso
va peraltro attentamente valutato, anche in termini di efficacia, prima di
adottare tale sistema in alternativa o in aggiunta alle prove di cui sopra.
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Diagnostica adeguata

Infezioni intestinali da Campylobacter e
microrganismi correlati

Per una diagnostica adeguata, che mira ad identificare quantomeno i piu
frequenti campylobacter termotolleranti quali C.jejuni, C.coli, C.lari, ed even-
tualmente C.upsaliensis, ci si puo orientare seguendo le indicazioni riportate
in Tabella 19. Per le prove biochimiche riportate per la loro identificazione
(oltre a quelle precedentemente menzionate) si rimanda a testi specifici o al-
le bibliografie di riferimento, fermo restando che in alcuni casi e possibile
reperire in commercio tali test, come nel caso dei dischetti/stick per I'idrolisi
dell’ippurato o delle strisce reattive per I’idrolisi dell’'indoxylacetato e della
produzione di idrogeno solforato su PbAc, in altri no (54-59). Cosi, per quanto
riguarda la produzione rapida di H2S in provetta, sicuramente discriminante
per C.lari e per alcuni biotipi di C.jejuni e C.coli (vedi oltre), si riporta in
Tabella 20 la tecnica (secondo Lior) che vivamente raccomandiamo.

v

v

* catalasi (+/v)

diagnosi

Campylobacter sp.
(gruppo termofilo)

MORFOLOGIA MACROSCOPICA
* diffusione delle colonie

* caratteristiche delle colonie
* pigmento inapparente

BATTERIOSCOPIA MICROSCOPICA
*colorazione secondo Gram:

(spirilli gram-negativi)

TEST BIOCHIMICI

* citocromossidasi (+)

Tabella 18. Iter diagnostico minimo.
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stipite CATALASI IDROLISI  IDROLISI PRODUZIONE PRODUZIONE

IPPURATO INDOXYL- H,S SU H,S SU
ACETATO FBP PbAc
C.jejuni + +/(Vv) + \Y \%
C.coli + - + \Y +
C.lari + - - + +
C.upsaliensis v/debole - + - -

(Legenda: +: positvo, -: negativo, v: variabile)

Tabella 19. Criteri operativi per una diagnostica adeguata concernente i piu
importanti campylobacter di interesse umano.

L'agar-FBP va cosi preparato:

Brodo-Brucella 29¢
Na;HPO, (anidro) 0.118¢g
KH,PO, (anidro) 0.023 g
agar-agar 0.2g
H,O 97 cc

Autoclavare per 15 min.; portare a 45° C; aggiungere quindi la soluzione FBP gia
pronta in flaconcino (per es. OXOID) ai 100 cc circa di agar molle.

Portare a pH 7.3 e distribuire in provettine sterili, 3 cc in ogni provettina.

Coprire e mantenere in frigorifero per non piu di un mese.

Per I'esecuzione del test, procedere come segue:

la patina di una subcoltura di 24 ore viene inoculata nelle provettine contenenti
I'agar molle, nella parte superiore sottostante la superficie dell'agar medesimo.
Incubare in bagnomaria a 37° C per 3-4 ore. Lo sviluppo di una colorazione nera
puntiforme e massiccia, per precipitazione di sali di ferro, indica POSITIVITA'. La
negativita certa viene comunque data dopo incubazione overnight (nel qual caso
proseguire I'incubazione in stufa a secco).

Tabella 20. Tecnica di produzione rapida di idrogeno solforato (secondo
H.Lior).
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Diagnostica ragionata

La diagnostica ragionata permette una diagnosi di genere e di specie in-
dubbiamente piu allargata: oltre Campylobacter sp., anche Arcobacter sp. ed
Helicobacter sp.. Questo peraltro utilizzando due diverse temperature di in-
cubazione (37° C e 42° C) o, comunque, avendo a disposizione la possibilita
di verificare la crescita a 42° C 0 meno, ovverosia potendo verificare la ter-
motolleranza dei campylobacter isolati. Cosi operando le due chiavi diagno-
stiche dicotomiche per i gruppi citati di campylobacter sono riportate nelle
Tabelle 21 e 22. Le prove biochimiche supplementari, necessarie in tale con-
testo, sono quelle comunemente utilizzate nei laboratori di microbiologia. C
hyointestinalis e C.faecalis (ovvero C.sputorum bv. faecalis), quest’ultimo assai
di rado peraltro rinvenuto in sede intestinale, vengono inseriti nel gruppo
dei termotolleranti, quantunque non sempre possano ‘“sopportare” la tem-
peratura di 42° C (precedentemente sono infatti stati inseriti nel gruppo dei
non termotolleranti stretti)

In tali ultime due tabelle vengono riportati i ceppi di campylobacter piu
spesso responsabili, e sicuramente questo € vero da noi, di enteriti acute o
comunque di patologie infettive a livello del tratto intestinale.

Una diagnostica per cosi dire “completa” (in relazione allo stato attuale
delle conoscenze) non potra che essere svolta da Centri particolarmente
competenti. Il protocollo proposto ed approvato in via preliminare nel 1997
a Citta del Capo (vedi sopra ) prevede due differenziati iter diagnostici in
riferimento ai campylobacter tradizionalmente microaerofili (Tabella 23) e a
quelli richiedenti una microaerofilia arricchita di idrogeno (Tabella 24). In
tali tabelle vengono riportati quasi tutti i campylobacter noti di interesse
umano (e non soltanto umano).

Biotipizzazione

Nei Laboratori piu attrezzati, con personale piu esperto, o nei Laboratori
maggiormente interessati alle patologie da Campylobacter puo essere impor-
tante od utile procedere alla biotipizzazione. Biotipizzazione che pero rive-
ste tuttora un significato esclusivamente epidemiologico (60). Le biotipizza-
zioni al momento consigliate e standardizzate riguardano solamente C.jeju -
ni, C.coli e C.lari, come riportato in Tabella 25. Per quanto concerne il test
della DNAsi, si rimanda alla bibliografia specifica (61).

Rimandiamo invece a testi/lavori piu specifici qualsivoglia problematica
inerenti tipizzazioni piu sofisticate e/o complesse, quali, in primo luogo, le
sierotipizzazioni (62, 63).

Valutazione in vitro della sensibilita e della resistenza agli antibiotici

Sia nei laboratori piu piccoli che in quelli di maggiori dimensioni in cui
vengano effettuate prestazioni microbiologiche, la valutazione in vitro della
sensibilita e della resistenza agli antibiotici in Campylobacter andrebbe sem-
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Crescita a 42° C (termotolleranti)
C.jejuni  C.lari C.hyointestinalis  C.fecalis C.upsaliensis
(vedi anche testo)

INDOXYLACETATO
positivo negativo
C.jejuni jejuni C.lari
C.jejuni doylei (ippurato -)
C.coli (H2S +)
C.upsaliensis (talora ureasi +)

C.sputorum faecalis
C.hyointestinalis hyointestinalis

RIDUZIONE DEI NITRATI

positiva negativa
C.jejuni jejuni C.jejuni doylei
C.coli (ippurato +)
C.upsaliensis (H2S -)

C.sputorum faecalis
C.hyointestinalis hyointestinalis

—= CATALASI =
positiva debole Zvariabile negativa
C.jejuni jejuni C.upsaliensis C.sputorum faecalis
C.coli (ippurato -, H5S -) (ippurato -, H,S +)

C.hyointestinalis hyointestinalis

—IDROLISI DELL'IPPURATO—

positiva negativa
C.jejuni jejuni C.coli

C.hyointestinalis hyointestinalis

—— PRODUZIONE H2S IN FBP ——

C.coli C.hyointestinalis hyointestinalis

Tabella 21. Chiavi diagnostiche per campylobacter termotolleranti.
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crescitaa 37° C (non a 42° C)
A.cryaerophilus A.butzleri H.fennelliae H.cinaedi

——RIDUZIONE DEI NITRAT| ———

positivo negativo
A cryaerophilus H.fennelliae

A.butzleri (indoxylacetato -)
H.cinaedi (indoxylacetato variabile)

_—CRESCITAANCHE A25°C—__

A cryaerophilus H.cinaedi
A.butzleri

—TEST DELLA CATALASI—

positivo negativo
A.cryaerophilus A.butzleri

(non cresce su McConkey) (cresce su McConkey)

Tabella 22. Chiavi diagnostiche per i campylobacter non termotolleranti.

pre eseguita; '’ANTIBIOGRAMMA, in altre parole, dovrebbe essere sempre
eseguito: dalla valutazione della sensibilita 0 meno della sola eritromicina
(anche direttamente, come in precedenza riportato; vedi anche Figura 4),
farmaco, si ripete, di | scelta, al saggio di svariate altre molecole antibiotiche,
alternative eventuali ai macrolidi. In Tabella 26 vengono elencate le mole-
cole che si suggerisce di saggiare, in rapporto alle “capacita” del laboratorio.

Se nei laboratori di riferimento, di ricerca, nei laboratori particolarmente
attrezzati e/o interessati vivamente al problema, pud essere importante
avere a disposizione test piu approfonditi, per valutare anche le minime
concentrazioni inibenti (MIC), come I'E-test per esempio, quantomeno per i
macrolidi (eritromicina in testa), in tutti gli altri laboratori non potra che es-
sere eseguito il test della diffusione in agar (64-66). Peraltro sara opportuno
apportare alcune modifiche, alcuni adattamenti a questo test di diffusione,
sulla base anche di svariate esperienze personali (38, 39), come presentato in
Figura 9.

Indubbiamente essenziale & valutare eventuali resistenze ad eritromicina
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——

Indoxylacetat
N
Ciejuni Clari
Ceoli Cetus
Chyoilei
C.upsaliensis
Arcobacter sp.
[
Riduzione nitrati
. N
Ciiejuni Cijdoylei Clari
Ccoli Cetus
Chyoilei
Cuupsaliensis
Arcobacter sp.
Catalasi —_—
+ var var +
Ciejuni Cupsaliensis  C.doylei Clari
Cooli Abutzleri Cetus
Chyoilei
Acryaerophilus
Askirrowi
Pyrazinamidasi | |
N N + +
Cijejuni Acryaerophilus C.upsaliensis Abutzleri Cijdoylei Clari  Cfetus
Chyoilei Askirrowi
Cooli
Arylsulfatasi - - - -
N
Cijejuni2 Cijejuni Acryaerophilus C.upsaliensis Abutzleri Cjdoylei Clari Cetus
Chyoilei Askirrowi
Ceoli
Idrolisi ippurato - - - - - - -
+ + +
Cijejuniz  Cjjejunit Chyoilei Acryaerophilus C.upsaliensis Abutzleri Cjdoylei Clari Cetus
Ceoli Askirrowi.
crescita su McConkey  var var  var var + - B - var
crescita su NaCl i , S N ; + + ,
crescitaat. a. - + + + - -

Hos + . . B . N . . .
PbAC Fhs ; PR , var + var
TSI HiS - . Lo i , i , . var ‘

13 B 151 IS 1S K 1S IS IS IS
Cijjejuniz CijjejuniiChyoilei C.coli Acryaerophilus Askirrowi C.upsaliensis Abutzleri Cjdoylei Clari  Cfets
[
Cifetus Cfvenerealis
crescita in glicina

Tabella 23. Chiavi diagnostiche per campylobacter richiedenti la tradizio -

nale microaerofilia.

-
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+ + ) - + -
Indoxylacetato  C.helveticus h.fennelilae H.cinaedi H.rappini C.curvus C. hyointestinals
C.recuts C. concisus
C.ureolyticus
C.mucosalis
C. sputorum
Nitrato-reduttasi + - + - + +
Catalasi - + + - +
+ R
C.s.faecalis C.concisus
C.hyointestinalis C.ureolyticus
C. mucosalis
C.s.bubulus

C.s.sputorum

Pyrazinamidasi + - - - +
+ - + -
C.s.faecalisC.hyointestinalis C.concisus C.mucosalis
C.ureolyticus  C.s.bubulus
C.s.sputorum
Arylsulfatasi - + - - + + - +

+ R
C.s.bubulus C.mucosalis

Idrolisi ippurrato - - - - - - - - - -

crescita su - - - - + + - \Y

McConkey + - \% - -

crescita su

NaCl - - - - - + + - + + + + +

Ureasi - - - + - - - - - - + - -

HS su FBP - - - - - - + - + - - + -

H,S su PbAc - \Y \% - >3+ >3+ >3+ 3+ >3+ >3+ 2+ >3+ >3+

HS su TSI - - - - + + + + + + + + +
C.helveticus H.fennelliae H.cinaedi H.rappini C.curvus C.rectus C.s.faecalis C. Cs. C C. Cs. C

hyointestinalis sputorumconcisusureolyticus bubulus mucosalis

Tabella 24. Chiavi diagnostiche per campylobacter richiedenti preferibilmente una micro -
aerofilia arricchita di idrogeno (vedi anche testo).
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Campylobacter

idrolisi ippurato

H2S su FBP

DNAsi

Campylobacter jejuni

biotipo 1
biotipo 2
biotipo 3
biotipo 4

POSITIVO

+ o+ + +

VARIABILE

VARIABILE

[ S

+

Campylobacter coli

biotipol
biotipo 2

NEGATIVO

NEGATIVO

VARIABILE

+

Campylobacter lari

biotipo 1
biotipo 2

NEGATIVO

POSITIVO

+
+

VARIABILE

+

Tabella 25. Biotipizzazione in Campylobacter jejuni/coli/lari. (NB: non tutti
gli Autori concordano su tale tipizzazione; vedi cosi Tabella 23).

antibiogramma
minimo

antibiogramma
adeguato

antibiogramma
allargato

antibiogramma
ampio

saggio di:
ERITROMICINA

saggio di:
ERITROMICINA
TETRACICLINA
NORFLOXACINA

saggio di:
ERITROMICINA
TETRACICLINA
MINOCICLINA
AC.NALIDIXICO
NORFLOXACINA

saggio di:
ERITROMICINA
TETRACICLINA
MINOCICLINA
AC.NALIDIXICO
NORFLOXACINA

AMOXICILLINA AMOXICILLINA
+ +

AC.CLAVULANICO AC.CLAVULANICO

GENTAMICINA GENTAMICINA
CLORAMFENICOLO CLORAMFENICOLO

ALTRE MOLECOLE

Tabella 26. Molecole antibiotiche da saggiare nei confronti dei campylo -
bacter.
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* agar sangue (montone/cavallo 5%)
*35-37° C in microaerofilia
* 24-48(-72) ore
* antibiotici da testare: vedi Tabella 26
* |ettura aloni di inibizione: come per i gram-negativi
* |ettura aloni di inibizione: nei casi dubbi ® non riportare (ipotizzare R)

Figura 9. Indicazioni relative all'antibiogramma per i campylobacter. Test
di diffusione in Agar “adattato”.

(orientativamente la sensibilita ad eritromicina & da interpretarsi come sen-
sibilita anche nei confronti degli altri macrolidi, analoghi e non, Dati Per-
sonali). In tal caso occorre procedere al saggio di altre molecole o rivolgersi
ad un centro diagnostico vicino sufficientemente attrezzato all’uopo (67).
Per cio che concerne le MIC, si rimanda a testi specifici in quanto non
routinariamente eseguibili nei nostri laboratori microbiologici. Un solo cen-
no all’E-test, le cui indicazioni operative sono mostrate in Figura 10 e in
Tabella 27 (64, 65, 68). Per concludere, in Figura 11 viene riportato un esem-
pio di antibiogramma condotto con la tecnica adattata di diffusione in agar:

* terreno Mueller Hinton agar
* supplemento 5% sangue defibrinato (montone/cavallo)
* standard 0.5-1 McFarland
* tempi 48 ore
* atmosfera microaerofilia
* temperatura 37°C

Figura 10. Indicazioni operative concernenti I'E-test per i campylobacter
(vedi anche testo).

NCCLS SENSIBILE MS/INTERMEDIO RESISTENTE
amoxixillina + ac.

clavulanico £8/4 16/8 332
ciprofloxacina £1 2 34
eritromicina £ 05 174 38
claritromicina £2 4 38

Tabella 27. Minime concentrazioni inibenti per quattro antibiotici di riferi -
mento (I / 11 scelta) verso i campylobacter.
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Figura 1. Colorazione secondo Gram: Figura 3. Tecnica della membrana fil -

spirilli incurvati "ad esse" apparte -trante su terreni al carbone (analoga -

nenti al genere Campylobacter (nella mente su terreni al sangue): crescita

fattispecie C. jejuni). rigogliosa di colonie di Campyloba-
cter sp. (vedi anche testo).

Figura 2. Colorazione sec. Gram di -Figura 4. Eritromicina-sensibilita di -
rettamente sul campione fecale: spi -rettamente su tecnica modificata del
rilli gram-negativi (campylobacter!). la membrana filtrante (v. testo e tab).

Figura 6. Isolamento di Campylobacter su terreno selettivo specifico al san -
gue (sinistra) o al carbone ("'blood-free™, destra).

Bl Caleidoscopio



Infezioni intestinali da Campylobacter e
Crotti D., Luzzi 1., Piersimoni C. microrganismi correlati

Figura 7. Crescita di Campylobacter Figura 8. Colorazione di Gram da

da membrana filtrante su terreno non coltura: "spirilli" gram-negativi
selettivo al sangue. (morfologia tipica di Campyloba-
cter).

Figura 11. Test di diffusione in agar "adattato" per Campylobacter (vedi
testo).

Figura 12. Applicazione di "E-test" per Campylobacter jejuni: sensibilita
verso claritromicina (MIC < 2).
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si vede chiaramente un ampio alone di inibizione nei confronti di gentamici-
na (GM, ceppo sesnsibile, quindi), a eritromicina (E, sensibile), e a minoci-
clina (MlI, sensibile); per contro si pud osservare resistenza (alone assente o
quasi) attorno al dischetto di ampicillina (AM), amoxicillina+ac.clavulanico
(AMC), norfloxacina (NOR). Non tragga in inganno I’apparente alone di
sensibilita (E’ presente una sottilissima patina di colonie di Campylobacter
non visibile in fotografia) attorno a cotrimoxazolo (SXT), di fatto chiara-
mente assente dopo 48 ore di incubazione, in quanto “fenotipo impossibile”.
Campylobacter sp. € sempre resistente a questo farmaco. In Figura 12 viene
presentata la risposta (di sensibilitd) in un saggio di E-test: la striscia utiliz-
zata era relativa a claritromicina, quindi sensibilita, in quanto ampio alone
ovalare (MIC <2, vedi anche nota in fotografia).
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Capitolo 7: Aspetti terapeutici

Considerazioni generali

Il trattamento sintomatico e le misure aspecifiche di supporto sono le
stesse di tutte le altre forme di diarrea; in questa sede discuteremo solo le
chemioterapia specifica per I’enterite da Campylobacter.

In primo luogo va sottolineato che nella maggior parte dei casi, la
malattia ha un decorso favorevole anche senza chemioterapia, tanto che
spesso al momento della diagnosi batteriologica il paziente é gia guarito; in
guesti casi I'unica giustificazione all’impiego di antibiotici é ridurre il
periodo di escrezione del germe. Se i pazienti vengono osservati in fase ini-
ziale di malattia (anche in considerazione delle possibili sequele neuro-
logiche post-infettive) e se la enterite é grave appare giustificabile iniziare
una appropriata chemioterapia.

Enterite da C. jejuni/coli.

La terapia antibiotica puo accorciare il normale decorso della enterite
solo se viene instaurata entro il secondo, terzo giorno di malattia. Sono
indicati per il trattamento pazienti con sintomi gravi (in particolare il dolore
addominale) e prolungati (piu di una settimana), o con sintomatologia
ingravescente caratterizzata da febbre elevata, sangue nelle feci e diarrea
con piu di otto scariche/die. La terapia antibiotica viene consigliata anche
per pazienti immunodepressi e donne incinte. In queste ultime, possono
andare incontro ad una infezione con gravi danni per il feto.

L’eritromicina rimane il farmaco di scelta per il trattamento della enterite
da C. jejuni/coli, essendo caratterizzata da bassa tossicita, attivita anti-
batterica selettiva e basso costo. La resistenza di C. jejuni/coli verso I’eritro-
micina e bassa ed é rimasta pressoché costante negli ultimi 15-20 anni.
Inoltra, poiché I’eritromicina stearato viene incompletamente assorbita dopo
somministrazione orale, una quota del farmaco rimane nell’intestino
esercitando un effetto locale oltre a quello sistemico. La dose consigliata &
per I'adulto di 500 mg 2 volte al giorno per 5 giorni e per il bambino di 10-15
mg/Kg/die in 4 somministrazioni per 5 giorni. | nuovi macrolidi clari-
tromicina ed azitromicina pur essendo meglio tolletati della eritromicina,
non hanno dimostrato di essere superiori a quest’ultima per il trattamento
della enterite da C. jejuni/coli.

In un recente passato, i fluorochinoloni sembravano poter diventare il
trattamento di scelta per le enteriti batteriche per svariate ragioni: vasto
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spettro antibatterico, buon assorbimento orale, alte e prolungate concentra-
zioni tissutali, biliari e fecali, conservazione della flora anaerobia intestinale
ed infine scarsi effetti collaterali. Tuttavia, studi clinici hanno dimostrato che
il trattamento della enterite acuta da C. jejuni/coli con fluorochinoloni é
efficace solo se instaurato entro il secondo giorno di malattia. Oltre a cio,
I’'uso indiscriminato dei chinoloni in campo veterinario e zootecnico ha
enormemente aumentato il tasso di resistenza di C. jejuni/coli nei confronti
di queste molecole. Ne consegue purtroppo, che i chinoloni attualmente
occupano una spazio estremamente limitato nel novero dei farmaci utiliz-
zabili per il trattamento della enterite da campylobacter.

Altri farmaci alternativi utilizzabili per questa indicazione includono
I'amoxicillina-acido clavulanico, la tetraciclina ed il furazolidone.

Enterite da C.upsaliensis.

L’esperienza sul trattamento di questo tipo di enterite &€ estremamente
limitata. | test in vitro rivelano che che il microrganismo ¢ sensibile a
tetraciclina, acido nalidixico ed eitromicina. In uno studio belga 11 pazienti
con enterite e C.upsaliensis isolato dalle feci hanno ricevuto eritromicina e 2
amoxicillina. La diarrea scomparve ed il microrganismo fu eradicato da tutti
i pazienti. Tuttavia non essendo stati ancora condotti studi controllati non si
puo affermare che la terapia antibiotica abbia veramente un ruolo in questa
forma di enterite. Oltre a cio lo stesso ruolo enteropatogeno di C.upsaliensis
deve essere ancora dimostrato (vedi sopra).
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Capitolo 8: Stato dell’arte nel nostro
Paese

Come accennato nel capitolo 3, “reports” ufficiali relativi alla prevalenza
e/o all’incidenza delle infezioni intestinali da Campylobacter e alla sensibilita
“in vitro” agli antibiotici non sono facilmente reperibili in Italia.

Esperienze personali, anche in qualita di docenti a vari corsi di Base e di
Aggiornamento organizzati soprattutto dall’Associazione Microbiologi Cli-
nici Italiani, ci permettono di sottoscrivere che sicuramente gia da vari anni
Campylobacter viene ricercato, anche se non sistematicamente, essenzial-
mente nelle diarree acute, quantomeno nei Centri piu grossi e/o piu attenti
alle problematiche relative, e quindi isolato, con prevalenze non elevate ma
indubbiamente significative ed importanti.

In altri termini, riteniamo che Campylobacter, qualora venga ricercato, con
adeguate e corrette metodologie, sicuramente viene isolato, collocandosi
come “terzo incomodo” a fianco di Salmonella e rotavirus quale agente
eziologico responsabile di diarree acute, nella popolazione sia pediatrica che
(rotavirus a parte, forse) adulta. In tale trattazione ci limitiamo pertanto a
riportare i nostri risultati, relativi all’ultima decade di questo secolo, risultati
relativi sia alle prevalenze di Campylobacter (di fatto C.jejuni e C.coli; altri
campylobacter sono eccezionali o comunque rari od occasionali) sia alla sen-
sibilita “in vitro” nei confronti delle molecole antibiotiche specifiche e di piu
comune impiego per le infezioni sostenute da tale microorganismo (altro
aspetto delicato: vedasi quanto riportato in precedenza e quanto sara detto
nell’'ultimo capitolo della presente Monografia).

In Tabella 28 vengono riportate le prevalenze di Campylobacter, anche
rispetto ad altri patogeni intestinali, osservate negli ultimi dieci anni nel-
I’area geografica del Perugino, in Umbria. In Tabella 29 si riportano invece i
dati cumulativi riferiti a svariate indagini condotte in Italia sin dagli anni
‘80.

Salmonella in linea di massima ha prevalso quasi sempre, ma Campylo -
bacter si &€ dimostrato buon “gregario” eziopatogenetico. La variabilita delle
prevalenze va sempre collegata, anche (se non in buona parte!), alla qualita
della indagine clinico-microbiologico-epidemiologica: nel senso che spesso
vengono arruolati anche casi “non reali” di enterite acuta, in atto o quanto
meno recente. Ne conseguono frequenti ovvie negativita. Sicuramente nella
elaborazione dei dati, cosi come prim’ancora nella impostazione pro-
cedurale in laboratorio, andrebbero discriminate alcune situazioni cliniche
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Agente 1989-91 1992 1993 1994 1995 1996-98
Patogeno (Umbria) (PG) (PG) (PG) (PG) (PG, solo
bambini)
Salmonella 12% 44% 29% 13% 18% 17%
Campylobacter 8% 27% 12% 14% 9% 11%
Rotavirus
(solo bambini) 9% 8% 6% 6% 22% 10%
Adenovirus 1% 5% <1% 9% 8% 3%
Shigella
(d'importazione) <1% 0 0 <1% 0 <1%
Yersinia <1% 0 <1% 0 0 <1%
Aeromonas 1% 4% 1% 1% 0 <1%
Protozoi 1% 3% <1% 1% 1% 1%

Tabella 28. Enteriti comunitarie nella realta perugina: prevalenze annuali.

Anno di studio Eta paziente

(anni)

N. di

pazienti

Salmonella
positivi

Campylobacter
positivi

1981-90 0-14
Figura et al.

Microbiologica

20:303-310 1997

1981 0-3
Caprioli et al

Microbiologica

8:329-337 1985

1988

Varoli et al
Microbiologica
12:263-265 1989

1989

Varoli et al
Microbiologica
14:31-35 1991

1989-92

Stampi et al

J Prev Med Hyg
35:119 1994

1992 0-10
Caprioli et al

Ped Infect Dis J

15:876-883 1996

1993

Piersimoni et al
EurlJClinMicrinfect
ectDis 14:539 1995

tutte
pazienti
ospedalizzati e
ambulatoriali

tutte

tutte

tutte

6403

118

5723

5876

23443

618

415

10.8% 8.4%

4.3%

16.9%

2.3%

3.2%

2.64

19.2%

4.9%

10.8%

Tabella 29. Campylobacter e diarrea in Italia.
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quali I’enterite acuta, I’enterite protratta ed altre condizioni patologiche
particolari. Soltanto nell’enterite acuta ha significato certo la ricerca di
Campylobacter. In altre situazioni, salvo le eccezioni che non possono che
confermare la regola, la ricerca di questo spirillo puo risultare del tutto
oziosa. Nelle enteriti protratte & preferibile rivolgere I'attenzione a parassiti
e/o agenti virali; in altre condizioni morbose dell’appparato intestinale ben
poco puo risultare significativo, se non piu o0 meno casuali reperti di pro-
tozoi e/o elminti (di fatto da noi limitati e rari).

Per dare maggiore risalto al “fenomeno campylobacter”, cui riteniamo
doversi cautelare al riguardo (da ogni punto di vista, prima di tutto dia-
gnostico e di qualita diagnostica), riportiamo i dati relativi alla realta
perugina nel biennio 1996-97, di recente presentati come Gruppo di Lavoro
A.M.CL.I. su Campylobacter al Congresso Europeo di Microbiologia Clinica
(Berlino, marzo 1999). | dati sono mostrati nelle Tabelle 30 e 31.

Specie Bambini Adulti Totali
C.jejuni 56 11 67 70.5%
(83.6%) (16.4%) (100%)
C.coli 21 7 28 29.5%
(75.0%) (25.0%) (100%)

Campylobacter 77 81L1% 8 18.9% 95  100%

Tabella 30. Distribuzione dei ceppi di Campylobacter in Perugia, nel biennio
1996-97.

Sintomatologia N° Casi osservati Percentuale tra i pazienti
Febbre 53 55.8 %
Dolori addominali 58 61.1 %
Vomito 19 20.0 %
Feci liquide/acquose 48 50.5 %
Leucocitosi fecale 52 54.7 %
Ematochezia 34 35.8%

Tabella 31. Quadri clinici osservati nelle enteriti da Campylobacter (PG,
1996-1998).
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Come si puo notare, pressocché esclusivamente C.jejuni e C. coli sono sta-
ti isolati e come tali identificati. In tutti i casi si trattava di ceppi H2S negati-
vi e DNAsi negativi (biotipo 1, quindi). Campylobacter & piu frequente nel
bambino, C.jejuni & decisamente piu frequente di C.coli, sia in bambini che in
adulti. Gli aspetti clinici confermano in linea di massima quanto detto in
precedenza.

Per quanto concerne la antibiotico-resistenza, va detto come, mentre le
resistenze verso i macrolidi (eritromicina, di fatto) non sono pressoche
aumentate nel corso degli anni (e fortunatamente, in quanto farmaco d’ele-
zione), le resistenze verso i chinoloni (norfloxacina), alternativa ipotizzata
all’eritromicina, si sono invece prepotentemente incrementate, probabil-
mente in conseguenza del largo uso degli stessi in campo zootecnico ed
agrario. Le alternative, allora, potrebbero essere rappresentate non tanto
dalle tetracicline (ancor piu inefficaci) quanto dalla minociclina o dall’abbi-
nata amoxicillina-acido clavulanico. Cosi, in Tabella 32 e in Tabella 33 ripor-
tiamo alcuni dati, sempre personali, specifici al riguardo.

Periodo 1989-91 1992-94 1996-98
Area geografica Umbria Perugia/Ancona Perugia
n° ceppi 445 112 95
Eritromicina 44 9.8% 9 8.0% 11 11.6%
Norfloxacina 38 8.5% 29 25.9% 40 42.1%

Tabella 32. Resistenze in Campylobacter nel corso degli anni in Italia Ce -
trale.

Antibiotico C.jejuni C.coli Campylobacter
n° ceppi saggiati 67 28 95
NorfloxacinaA 28 41.8% 12 42.9% 40 42.1%
Eritromicina 5 7.5% 6 21.4% 11 11.6%
Tetraciclina 37 55.2% 15 53.6% 52 54.5%
Minociclina 16 23.9% 11 39.3% 27 28.4%
Amoxicillina +

Ac. Clavulanico 5 7.5% 8 28.6% 13 13.7%

Tabella 33. Resistenze osservate in Campylobacter nei confronti di 5 anti -
biotici (PG, 1996-97). NB: resistenze verso cloramfenicolo e aminoglicosidi (genta -
micina) non sono mai state osservate; cotrimoxazolo e cefalotina sono sempre inef -
ficaci; ampicillina ha mostrato un certo grado di sensibilita ma é preferibile il suo
non impiego in vivo.
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Capitolo 9: Valutazioni conclusive e
prospettive future

A conclusione di questa monografia riteniamo di dover sottolineare
alcuni punti. Sulla base dei seppur limitati dati della letteratura italiana
risulta evidente come anche nel nostro Paese I'infezione da Campylobacter
rappresenti un serio problema in termini di Sanita Pubblica. Al fine di
conoscere la reale incidenza di queste infezioni, i reali veicoli e le possibili
vie di trasmissione di questo patogeno all’'uomo é indispensabile attivare
una sorveglianza attraverso una rete di laboratori in grado di effettuare la
ricerca specifica di questo microrganismo.

A tal proposito I’AMCLLI, in collaborazione con I'lstituto Superiore di
Sanita ha verificato mediante una indagine conoscitiva che almeno 100
laboratori sarebbero in grado di effettuare la ricerca specifica di Campy -
lobacter, di determinare lo spettro di antibiotico resistenza, di essere quindi
disponibili a partecipare ad una sorveglianza pilota e di mantenere e inviare
i ceppi isolati ad un centro di riferimento per ulteriori indagini microbio-
logiche.

L’importanza poi della collaborazione con colleghi che operano in campo
veterinario potra risultare altamente interessante ed importante, soprattutto
in tema di sorveglianza delle resistenze agli antibiotici. Le cosiddette “matri-
ci alimentari” hanno ben poca importanza, come si sara desunto dai primi
capitoli di tale Monografia. In tema di campylobacteriosi, Campylobacter
(solo C.jejuni e C.coli tra I’altro) non si riproduce sugli alimenti dallo stesso
contaminati. Le epidemie riportate sono sopratttutto ricollegate ad acqua
per uso domestico o al latte contaminati all’origine e non/mal sterilizzati.
La stragrande maggioranza dei casi sporadici umani & dovuta o al fatto che
il bambino tutto tocca e poi mette le dita in bocca o al fatto di aver consuma-
to alimenti carnei (pollame o simili) 0 uova non cotti, poco cotti, mal cotti.

Pertanto I'interesse della interazione tra professionisti in campo medico
ed in campo veterinario & soprattutto da vedersi in chiave di monitoraggio
delle antibiotico-resistenze, dei ceppi umani come di quelli animali (che in-
direttamente potrebbero arrivare o arrivano all’'uomo), evento strettamente
correlato all’'uso indiscriminato o inappropriato di integratori antibiotati in
mangimi e simili in campo zootecnico ed agrario.

Per concludere gli Autori di questa monografia sono disponibili a sup-
portare qualsiasi iniziativa al riguardo.
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