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Abstract.

in Campylobacter is known that three species are related as enteric pathogen in
children under five years of age and patients with immunosupresion. Several groups
have tried to classify them under biochemical profiles. Up to now exists six different
profiles which consisted in 12 individual test. We have designed a Micro Campy
micromethod which allow us to identify C. jejuni, C, coliand C. lari and also to be able
of classifying them into several biotypes. 52 Campylobacter strains isolated from
human have been studied and finding 24 different pattems. From two of them we were
able to classify those strains isolated diarrhea episodes. We proposed the use of this
Micro Campy that has a reproducibility higher than 92% in biotyping Campylobacter

strains.

Keywords. Campylobacter, Bichemical profiles, micromethod and biotyping scheme.



Resumen.

Tres especies de Campylobacter son reconocidas en la actualidad como patégenos
entéricos de importancia clinica en nifios menores de cinco anos y en personas
inmunosuprimidas. Su diferenciaci6bn bioquimica ha sido propuesta por diversos
investigadores existiendo actualmente seis esquemas para su identificacion, con doce
pruebas representativas de éstos. Se disefio un micrométodo "Micro Campy" que
permite identificar C. jejuni, C. coliy C. lari ademéas de clasificarlos en diversos
biotipos. Utilizando 52 cepas de Campylobacter de origen humano se encontraron 24
patrones bioquimicos, en dos de ellos se agrupan las cepas provenientes de cuadros
diarreicos. Nosotros proponemos el uso de este micrométodo con una
reproducibilidad de no menos de 92% en la identificacién bioquimica de las especies

de Campylobacter y por ser de un uso mas rapido.

Palabras claves: Campylobacter, patrones bioquimicos, micrométodo y biotipificacion.



Introduccién.

El género Campylobacter esta formado por bacilos curvos, gram-negativos, méviles,
microaerofilicos y aunque contiene una gran variedad de especies las méas
comunmente consideradas como patogenos entéricos en el humano son: C. jejuni,
C.coliy C. lari (1,2,3, 4). El primero de estas tres especies es el que se aisla con mas
frecuencia después de Rotavirus y E. coli en nifios con diarrea aln en paises
industrializados. En paises en vias de desarrollo las infecciones por C. jejuniy C. coli
ocurren en los primeros cinco anos de vida, pero especialmente en los dos primeros;
C. lari es de gran importancia en los pacientes con diarrea que cursan con el

Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida. (s, 6, 7)

La necesidad de diferenciar estas tres especies termofilicas, es esencial para entender

mejor su patofisiologia y epidemiologia @8, 4).

Los microorganismos antes mencionados no s6lo son similares morfolégicamente,
sino que ademas carecen totalmente de capacidad fermentativa y por lo tanto estan

restringidos a los procesos oxidativos para obtener energia. (3, 9)

Al estudiar Alexander (9) los siguientes sustratos: lactato, piruvato, acetato, o-
cetoglutarato, succinato, fumarico, malico, aspartico, asparagina, glutamico y prolina
encontr6 que estos le sirven como fuente de energia. Kzudas y Morse en 1956 (10)
reportaron a su vez que el acido nicotinico, tiamina, pantotenato de calcio, piridoxal-

HCl y biotina eran necesarios para el desarrollo de Campylobacter.



Leece (11) y Kiggins (12), utilizando el primero, la técnica de Thunberg con un sistema
metabélico basado en la reduccion del cloruro de trifenil tetrazolio en presencia de
lactato de sodio y el segundo la de Warburg llegaron a la conclusiéon que los
sustratos capaces de actuar como donadores de electrones eran los mismos
reportados por Alexander, ademés de que los intermediarios glicoltticos no eran
oxidados mientras que los del ciclo del 4cido tricarboxilico si, y que estos eran
oxidados tanto por las células completas como por extractos celulares. Zemjanis (10)
mostré que ademas la adicibn de magnesio y manganeso estimulaban el desarrollo

de Campylobacter.

Ademas de sus experimentos sobre la capacidad oxidativa de este género Leece (11)
observ6 el efecto de la glicina sobre su desarrollo con el fin de saber si existia una
inhibicién selectiva basada en el origen de la cepa aislada sus resultados no
mostrarén que hubiera alguna diferencia dentro del género pero si con otros géneros

diferentes.

Sin embargo la identificacién de Campylobacter por especies es dificil ya que éstas
comparten ciertas caracteristicas fenotipicas y dado que su actividad metabblica es
minima y s6lo utilizan intermediarios del ciclo de Krebs o amino4cidos que puedan

entrar a él, su especiacion por métodos bioquimicos no es fAcil. (13,14)

Se han propuesto aproximadamente seis esquemas para su identificacién bioquimica
los cuales son: El de Skirrow que utiliza la hidrélisis del hipurato, la produccién rapida

de H,S y resistencia a &cido nalidixico para el reconocimiento de dos biotipos de



Campylobacter jejuni. E| esquema de Lior propone la hidrélisis del hipurato, la
produccién de H,S y la actividad de DNAsa. Preston con doce pruebas que incluyen
diez de resistencia, desarrollo a 28°C e hidrélisis de hipurato biotipifica cuatro
especies de Campylobacter y diferencia 55 tipos de Campylobacter jejuni. Hebert,
Hollander y Roop utilizan ademas la actividad de fosfatasa alcalina aunque no logran
obtener resultados satisfactorios. (s, 15, 16, 17, 18) En todos estos se han determinado
su actividad enzimatica y su capacidad de tolerar o asimilar compuestos quimicos y

algunos agentes antimicrobianos.

El objetivo del presente trabajo es disefiar un micrométodo utilizando algunas pruebas
propuestas por los esquemas anteriores estandarizando la concentracibn de
sustratos, del inbculo bacteriano y las condiciones de incubaciébn que permitan
obtener una descripcion de los patrones biquimicos para las especies termofilicas de

Campylobacter de origen humano intestinal.

Las pruebas que fueron ensayadas son: reduccién de nitratos, hidrélisis de hipurato,
reducci6bn del 2,3,5-Trifenil tetrazolio (TTC), produccién de acido sulfhidrico, actividad
de fosfatasa alcalina, crecimiento en glicina, crecimiento en verde brillante, asimilacién
de &cido propibnico, acido succinico y acido mélico asi como resistencia a acido

nalidixico y cefalotina.



Material y métodos.

Cepas. Se utilizaron 84 cepas del género Campylobacter, aisladas de humanos en
medio de Campy Bap y conservadas en caldo infusién cerebro corazén (BHI) con
glicerol al 10%, a -70°C. 52 de ellas provienen de la coleccion del departamento de
infectologia del INNSZ, 11 provenientes de un cuadro diarréico y las restantes de
heces normales, 32 fueron enviadas del Instituto de Biotecnologia de la UNAM para
su identificacién por el micrométodo una vez estandarizado. Se incluyeron siete cepas
de referencia C. jejuni 59, C. jejuni 81116, C. jejuni C-31, C. coli INN 183, C. coli
T2232, C. coli T2144, y C. lari, proporcionadas por el Dr. Edmundo Calva. Todas las
cepas fueron crecidas por 24 hs en agar sangre de camero al 5% en condiciones de
microaerofilia a 42°C. Se identificaron como del género Campylobacter por su
morfologia (tincién de Gram) y por su reaccién de oxidasa. Para cada cepa la prueba
de catalasa fue realizada con peré6xido de hidrégeno al 3% y bajo el siguiente criterio:
positivo (burbujas en menos de 5 s), lento (burbujas en 5-30 s), y negativo (no

produccion de burbujas en 30 s) (19).

Pruebas bioquimicas. Hidrélisis de hipurato. Se lleva a cabo segin la modificacion
de Harvey (20) con una solucibn de hipurato de sodio al 1% en solucién
amortiguadora de fosfatos pH=7.2. Se inocula un volumen de 0.4 mL hasta lograr una
opacidad equivalente a la escala 5 de Mc Farland, se incubarén a 37°C por dos
horas. Se revel6 la presencia de glicina con ninhidrina al 2% en una mezcla de
acetona-butanol 1:1, un color violeta se consider6é como una reaccién positiva. La

reduccion de nitratos a nitritos se realizé en caldo BHI con KNO, al 0.2% inoculando



0.5 mL de sustrato con una asada de cultivo e incubando a 37°C por 24 horas. La
presencia de nitritos se llevo a cabo segun Paik (21). La aparicién de un color purpura
en el medio es considerada positiva. La produccién de H,S se estudio en el medio
Hierro/Bisulfito/Piruvato (FBP) de acuerdo a Skirrow para diferenciar C. jejuni biotipo
1y 2 (18). La actividad de fosfatasa alcalina fue medida suspendiendo en solucién
salina 0.85% cada una de las cepas hasta ajustar una opacidad equivalente a la
escala 2 de Mc Farland (6X10° ufc/mL); a 0.5 mL de esta suspension le fue
adicionado 0.5 mL de reactivo de fosfatasa alcalina (0.2 % de p-nitrofenilfosfato
disuelto en glicina 0.005 M, MgCl, 5X10*M pH=10.5). La prueba fue incubada seis
horas a 37°C la aparicién de un color amarillo es considerada como una reaccién

positiva.(8)

Pruebas de tolerancia y asimilacion. Para la tolerancia al TTC se prepararon placas
de gelosa sangre al 5% con una concentracién final de 0.04% de TTC se inocularon
con un replicador de Steers (19, 22). El medio de verde brillante fue preparado por
adicién de 100 uL de una solucién de verde brillante al 1% a | L de agar Brucella se
inoculé con un replicador de Steers. Ambas inoculaciones con el replicador
correspondieron a un indculo final de 6X10° ufc/mL (23). La susceptibilidad a 4cido
nalidixico y cefalotina se llevé a cabo utilizando unidiscos de &cido nalidixico y
cefalotina de 30 ug por disco y fue realizada en agar Muller Hinton, la presencia de

una zona clara de inhibicién (> 10mm) fue tomada como resistencia.

El crecimiento en glicina se llevo a cabo en medio BHI semisélido con

polienriquecimiento y glicina al 1% inoculandose por picadura. La asimilacién de



4cidos orgnicos (propionico, succinico y malico) se realizé en un medio minimo

semis6lido con una concentracién final de 2 g/L de cada uno de ellos, inoculandose
por picadura. En el caso de las pruebas en placa se llevo a cabo un control de
crecimiento en gelosa sangre al 5%, y en la pruebas en tubo un medio semis6lido de
agar Muller Hinton con polienriquecimiento. Todas las pruebas para asimilacion y

resistencia fueron incubadas a 42°C por 48 horas en condiciones de microaercfilia.

Estandarizacion del micrométodo.

Pruebas Bioquimicas.

Hidrélisis de hipurato. Se prepararon soluciones al 1, 2, 3 y 5% de hipurato de sodio
en soluciébn amortiguadora de fosfatos.

Reducci6tn de nitratos: se realizaron soluciones al 0.2 y 0.3% de KNO, en caldo BHI.
Reduccién de TTC: las soluciones se obtienen con una concentraciéon de 0.04, 0.08,
0.12'y 0.25% de TTC en una solucién saturada de Na,HPO, con 1.1 mg de piruvato

de sodio por 100 mL de solucién.

Para la prueba de fosfatasa alcalina las soluciones se preparon en solucién
amortiguadora Tris 0.02 M pH=8.0 en concentraciones de 0.2, 0.5, 1.0 y 2% de p-
nitrofenil fosfato. La produccién de H,S se realizé6 en caldo FBP omitiendo el agar.

Todas las soluciones son esterilizadas por fitracién con membrana de 0.22 um.



Pruebas de asimilacién y resistencia.

Crecimiento en glicina: la solucién se prepara en BHI méas polienriquecimiento, y 1%
de glicina. Verde Brillante: se utilizé caldo BHI, con polienriquecimiento, se agregb por
cada 100 mL de solucién 100 uL de una solucién de verde brillante al 1%. Para la

asimilacion de éacidos orgénicos se prepar6 un medio minimo segin Roop, pero
utilizando los amino&cidos a una concentracién final de 10 mg/L con este medio se
prepararon soluciones de acido malico, 4cido succinico y &cido propibnico (en su
forma de sal sédica) al 0.1, 0.2 y 0.5%. Los antibi6ticos son disueltos segin sus
especificaciones y aforados con caldo Muller-Hinton con polienriquecimiento en
concentraciones de 30, 45 y 60 ug/mL para el &cido nalidixico y de 45, 60y 75 ug/mL
para cefalotina. Todas las soluciones son esterilizadas por filtracion.

Estas soluciones son preparadas al doble de su concentracién y vertidas en
microplacas para cultivo de 96 pozos en volumen de 50 uL por cada pozo. Se

congelaron a -70°C para posteriormente ser liofilizadas.

Las cepas fueron cultivadas como se describio previamente, realizAndose una
suspensién de cada una de ellas en solucién salina al 0.85% hasta lograr una
opacidad correspondiente al tubo 2 y 6 de Mc Farland (6X10® y 1.8X10"
respectivamente), con estas se inocularon con 100 ul las pruebas de: reducci6n de
nitratos, reduccién de TTC, hidrélisis de hipurato, fosfatasa alcalina y produccién de
H.S, en ésta Ultima los pozos se cubrieron con aceite mineral estéril. Se incubarén a
37°C por 24 horas. Se revelaron de acuerdo a los métodos ya descritos y fueron
interpretados de la misma forma. Por otra parte se prepararon dos suspensiones
bacterianas una a la escala 1 de Mc Farland (3X10°® ufc/mL) y otra a la de 0.5 de Mc

Farland (1.5x10® ufc/mL) en solucibn amortiguadora de fosfatos pH=7.2,



posteriormente de esta Gitima se toman 10 uL y aforan a 10 mL con la misma
solucién amortiguadora para obtener una concentraciéon final de aproximadamente
1.5X10° ufc/mL. Se inocularon con esta suspensién las pruebas de asimilacion y
resistencia, incubandose por 24 horas a 42°C en condiciones de microaerofilia, una

turbidez en el fondo se interpreta como prueba posttiva.

Las diluciones de sustratos seleccionadas se muestran en la tabla 1.



Resultados

Del total de 84 cepas del género Campylobacter probadas por el método
convencional, 52 provenientes de la coleccién del departamento de Infectologia del
INNSZ, 42 de ellas fueron clasificadas como C. jejuni biotipo 1y 10 como C. colide
acuerdo a los criterios de Skirrow (18); estas cepas y las de referencia fueron
utilizadas para la estandarizacion del micrométodo. Las 32 cepas restantes fueron
enviadas por el Instituto de Biotecnologia UNAM, para ser identificadas por el
micrométodo una vez estandarizado y se agruparon como sigue: 18 C. jejuni, 10

como C. coliy 4 como C. lari.

La estandarizacién para el Micrométodo "Micro Campy" se muestra en la tabla No.1,
los sustratos que fuerén ensayados y modificados en cuanto al crecimiento o
resistencia son: el hipurato de sodio, el p-nitrofenilfosfato, TTC, &cido mélico, &cido
propibnico y la cefalotina, estos cambios se hicieron valorando los resultados

obtenidos con las cepas de referencia. Tabla No2

Una vez estandarizado las concentraciones de los sustratos y el in6culo bacteriano,
se procedi6 a efectuar 4 veces en diferentes dias con las seis cepas de referencia las
doce pruebas con el fin de analizar la variacibn interensayo y evaluar la
reproducibilidad de cada prueba. Los resultados se muestran en la tabla No 3. Los
sustratos que tuvieron una menor variabilidad fueron: crecimiento en glicina, verde
brillante, acido propi6nico, acido mélico, resistencia a cefalotina y acido nalidixico con

un 4.1%, seguida por la reduccién de TTC e hidrélisis de hipurato con un 8.3%, la



prueba de fosfatasa alcalina fué la que tuvo mayor variabilidad con 12.8%.

Inicialmente se procedi6 a caracterizar las 52 cepas del INNSZ y las 6 cepas de
referencia por las pruebas sugeridas por la bibliografia (8, 15, 16, 17, 18), dichas
pruebas se llevaron a cabo en tubo y fueron llamadas como método convencional
todas las pruebas tanto las del micrométodo "Micro Campy" como las del método
convencional se realizarén por duplicado. La asociacién entre el método convencional
y el "Micro Campy" se analiz6 mediante el indice de correlacién de kappa, (tablas 4,
5, 6), analizdndose primero todo el conjunto de las 52 cepas y posteriormente por
especies, las 42 cepas de Campylobacter jejuni (hidrélisis de hipurato positivo) y las
10 cepas de Campylobacter coli (hidrblisis de hipurato negativo). En el andlisis global
se encontré una correlacién del 100% para las pruebas de reducién de nitratos,
hidrélisis de hipurato, produccién de H,S, crecimiento en glicina y resistencia a
cefalotina; el 4cido nalidixico correlacioné en un 95%, en el crecimiento en verde
brillante, acido propiénico, y acido succinico, esta correlacion fué de entre un 85 y
87%, el crecimiento en é&cido mélico y reduccibn de TTC de 70% y 76%
respectivamente, y en la prueba de fosfatasa alcalina de 70%. En el andlisis por
especies de cepas C. jejuni aumentd su indice de correlacién en las pruebas de
asimilacién de &cido succinico, crecimiento en verde brillante con un 93% el primero
y 92% el segundo junto con la reduccién del TTC en un 82%, las pruebas donde
disminuy6 ésta fueron asimilacién de acido propiénico con 85% y acido malico con
73%. En cuanto a las cepas de Campylobacter coli mejor6 su asociacién con 89% en
la prueba de fosfatasa alcalina, asimilacién de &cido propibnico y malico, mientras que
en las pruebas de reduccién de TTC y crecimiento en verde brillante disminuy6 con

67% y 78% respectivamente, todas las demas pruebas permanecieron sin cambio.
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Uno de nuestros objetivos era conocer si dentro de una misma especie de
Campylobacter ya sea que hidrolizaran el hipurato 0 no, existian diferencias
metabblicas en su actividad enzimética o en la capacidad de poder asimilar o resistir
algunos compuestos quimicos y antibidticos, y con ello establecer patrones
bioguimicos, lo que encontramos fué que en sustratos como: nitratos, crecimiento en
glicina, produccién de H.,S, resistencia a acido nalidixico y cefalotina no habia
variacién en ninguna de las cepas por lo que se procedidé Unicamente a tomar en
cuenta para establecer los patrones bioquimicos aquellos sustratos donde existian
variaciones, estos sustratos fueron: actividad de fosfatasa alcalina, reduccioén de TTC,
crecimiento en verde brillante, asimilacion de acido propiénico, acido succinico y
acido mélico. Se describieron 24 patrones bioquimicos 16 de los cuales corresponden
a las cepas de Campylobacter jejuni, y dos de ellos los niUmero 3 y 9 son comunes
a cepas de Campylobacter coli (hidrélisis de hipurato negativo), tablas 7 y 8. Aunque
en los patrones 1y 2 se concentran las cepas provenientes de cuadros diarreicos al
realizarse la prueba del indice de correlacién de kappa y regresion logistica para
saber si existia alguna asociacién de cuadro clinico con patrébn bioquimico, se
observ6 que si habia asociacién con algunos sustratos pero no fué estadisticamente

significativo. (resultados no mostrados)

De las 33 cepas de Campylobacter enviadas a doble ciego por el Instituto de
Biotecnologia UNAM, para su identificacién por el micrométodo "Micro Campy", 18
(54.5%) de ellas tuvieron patrones similares a los obtenidos por las cepas
provenientes del INNSZ (tabla 9) y las 15 (45.5%) restantes no pudieron clasificarse

dentro de los patrones previamente establecidos, cuatro (12.1%) de ellas ademas
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fueron resistentes a acido nalidixico y cefalotina por lo que se puede establecer un
tercer grupo de Campylobacter con hidrélisis de hipurato negativo pero resistentes

a los dos antibiéticos anteriores.
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Tabla 1. Estandarizacién del micrométodo MicroCampy. Los sustratos se

estandarizaron con cepas de E. coli, S. aureus, C. freundii, C. jejuni, C. coliy C. lari.

Reactivos y Diluciones Dilucién
Pruebas empleadas seleccionada
a) Actividad enzimética

Reduccién de nitratos

KNO, ( J.T Baker) 0.2, 0.3% 0.2%
Hidrélisis de hipurato

Hipurato de sodio (Sigma) 1,2, 3, 5% 2%
Actividad de fosfatasa alcalina

P-nitrofenilfosfato (Merck) 0.2, 0.5%, 1, 2% 0.5%
Reducciéon de TTC

2,3,5-cloruro de trifenil- 0.04, 0.08, 0.12, 0.12%
Tetrazolio (TTC) (Merck) 0.25%

Produccién de H,S

Caldo Hierro/Piruvato/ 0.05% cfu 0.05%
Bisulfito (J.T Baker y Sigma)

b) Pruebas de asimilacién y/o resistencia

Resistencia a:

Glicina (Sigma) 1, 2% 1%
Verde Brillante (Harlic) 1:100,000 1:100,000
Asimilacién de:

Ac. succinico (Sigma) 0.1,0.2, 0.5% 0.2%

Ac. mélico (Sigma) 0.1,0.2,0.5% 0.5%

Ac. propiénico (Sigma) 0.1,0.2, 0.5% 0.5%
Resistencia a:

Ac. nalidixico (Bigaux) 30, 45, 60 ug/mL 45 ug/mL
Cefalotina (Eli Lilly) 45, 60, 75 ug/mL 75 pg/mL
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Tabla 2. Patrones bioquimicos de las cepas de referencia obtenidos con el
micrométodo "Micro Campy"

SUSTRATOS

NHFTHGVPSMNC

I I AT2LBRUAAE
Cepa TPLCSI ROCLLF
C. jejuni
‘59 ++++- +- + -+ o+
‘81116 + + ++- +- +- - - +
‘C-31 + + ++- +- - - + - +
Cédigo 111121232323
C. coli
**INN 183 + - ++- ++ 4+ + +- +
T2232 + - - + - + 4+ +- - - +
‘T2144 + - + 4+ +- ++- - +
cédigo 123121313421
°C. lari T Y

* Cepas proporcionadas del IBT UNAM
~ INNSZ Infectologfa
Todas las cepas fueron ensayadas por duplicado.

Sustratos:

NT=Nitratos

HIP= hidrolisis del hipurato
FAL=Fosfatasa alkalina
TTC=Reduccion de cloruro de trifenil tetrazolio
H2S=Produccién de acido sulthidrico
GLI=Crecimiento en glicina
VBR=Crecimiento en verde brillante
PRO=Asimilacién de 4cido propiénico
SUC=Asimilacidn de acido succinico
MAL=Asimilacion de 4cido mélico
NAL=Resistencia a 4cido nalidixico
CEF =Resistencia a cefalotina
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Tabla 3. Variacién interensayo para la estandarizaciéon del micrométodo "Micro Campy"
para la identificacién bioquimica de Campylobacter

SUSTRATOS
cepa hip fal ttc gli vbr pro suc mal nal. cef
59 4 4 4 3 0 4 0 4 0 4
81116 3 4 4 4 0 4 0 0 o0 4
C-31 4 3 3 4 0 1 0 3 0 3
INN183 0 3 3 4 3 4 4 4 1 4
2144 1 4 4 4 0 4 3 0 o 4
2232 0 1 4 4 4 4 1 0 0 4

Var (%) 83 12 83 41 41 41 83 41 41 44

Cepas: 59 C. jejuni; 81116 C. jajuni; C-31 C. jejuni: NN183
C. coki: 2144 C. coli; 2232 C. cofi

Los resultados estan expresados como nimero de resultados positivos por cuatro
ensayos realizados en diferentes dias.
La variacién interensayo esta expresada como porcentaje
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Tabla 4. Asociacién entre el método convencional y el "Micro Campy" mediante el

indice de correlacion de kappa, de 52 cepas de Campylobacter.

Prueba Método % MicroCampy % kappa
bioguimica convencional

nitratos 52 100 52 100 100
h. de hipurato 42 80 42 80 100
F. alcalina 48 92 43 82 70
T1C 48 92 42 80 76
H,S 0 0 0 0 100
Glicina 52 100 52 100 100
V. brillante 10 19 8 15 87
Propiénico 24 46 31 59 86
Succinico 36 69 38 73 85
Malico 20 38 19 36 75
Ac. nalidixico 0 0 1 2 95
Cefalotina 52 100 52 100 100

Los valores estan dados como el nimero de cepas que tuvieron reacciones positivas

para sustratos o crecimiento.

16



Tabla 5. Asociacion entre el método convencional y el "Micro Campy" mediante el

indice de correlacién de kappa de 42 cepas de Campylobacter jejuni.

Prueba Método % MicroCampy % kappa
bioquimica convencional

nitratos 42 100 42 100 100
h. de hipurato 42 100 42 100 100
F. alcalina 39 93 35 83 70
T1C 38 90 35 83 82
H,S 0 0 0 0 100
Glicina 42 100 42 100 100
V. brillante 4 9 2 5 92
Propi6nico 22 52 27 64 85
Succinico 30 71 32 76 93
Malico 13 31 1" 26 73
Ac. nalidixico 0 0 1 2 95
cefalotina 42 100 42 100 100

Los valores estan dados comc el nimero de cepas que tuvieron reacciones positivas

para sustratos o crecimiento.
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Tabla 6. Asociacién entre el método convencional y el "Micro Campy" mediante el

indice de correlaciébn de kappa para 10 cepas de Campylobacter coli.

Prueba Método % MicroCampy % kappa
bioquimica convencional

Nitratos 10 100 10 100 100
h. de hipurato 0 0 0 0 100
F. alcalina 80 90 89
T1C 10 100 70 67
H.S 0 0 0 0 100
Glicina 10 100 10 100 100
V. brillante 4 40 6 60 78
Propi6nico 3 30 4 40 89
Succinico 6 60 6 60 100
Mélico 7 70 8 80 89
Ac. nalidixico 0 0 0 0 100
Cefalotina 10 100 10 100 100

Los valores estan dados como el nimero de cepas que tuvieron reacciones positivas

para sustratos o crecimiento.
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Tabla 7. Patrones bioquimicos encontrados para la cepas de Campylobacter
hidrélisis de hipurato positivo.

SUSTRATOS
F T v P S M N D Total

No de A B u A
patron L C R 0] Cc L n n n
1 + + + + 11 2 13
2 + + 3 4 7
3 + + + + 3 1 4
4 + + 3 0 3
5 + 2 0 2
6 + + + 2 0 2
7 + + + 1 1 2
8 + + + 0 1 1
9 + + + 1 0 1
10 + + + + 0 1 1
11 + + + + 1 0 1
12 + + 0 1 i
13 + + 1 0 1
14 + + 1 0 1
15 1 0 1
16 + + + 1 0 1

total 31 11 42

N= normal; D= diarréica
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Tabla 8. Patrones bioquimicos encontrados para las cepas de Campylobacter
hidrélisis de hipurato negativo.

SUSTRATOS
No FTVPSMN Total
de ATBRUA
patrén CR ClLn n

+ + - + 1 1

+ + + 1 1
17 + + + - 1 1
18 + - + - 4+ 1 1
19 + + + - 1 1
20 + + + - - + 1 1
21 + + - + + 1 1
22 + + + - + + 1 1
23 + + 1 1
24 + - + + 1 1
total 10 10
N= normal
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Tabla 9. Clasificacién de las cepas de Campylobacter valoradas a doble ciego para
su identificacion por el micrométodo "Micro Campy" con los patrones bioquimicos

previamente establecidos.

No de patrén No cepas
1 2
3 2
4 1
6 5
8 1
10 2
16 1
18 2
2 1
24 1
s/c 15

total 33

s/c. Sin clasificar
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Discusién.

Se han propuesto diversos esquemas para la biotipificacion de las especies de
Campylobacter donde se incluyen pruebas de resistencia a ciertos antibi6ticos tales
como &cido nalidixico, cefalotina y metronidazol o a sustancias quimicas y colorantes
que pueden ser desarrollo en glicina al 1% o crecimiento en verde brillante 1:100 000
y safranina al 0.02%, asi como su desarrollo a diferentes temperaturas 25°Cy 42°C
aunado a su capacidad enzimatica frente a ciertos sustratos como lo son el hipurato,

el p-nitrofenil fosfato y el TTC.

Hébert encontré6 que las cepas de C. jejuni de diversos origenes ( humanos y
animales asi como de diferentes fuentes: heces, sangre etc.) podrian agruparse de
acuerdo a su capacidad de hidrolizar hipurato y DNA asi como su desarrollo en agar
CYE (Charcoal Yeast extract) en ocho biotipos, a su vez Skirrow los clasifico en dos
biotipos 1y Il por su produccién de H,S en medio FBP y separo a C. coliy C. lari por
la hidrélisis de hipurato y resistencia a acido nalidixico y cefalotina. Lior por su parte
agrupo a C. jejuni en 4 biotipos en base a la hidrélisis de hipurato, resistencia a acido
nalidixico, hidrélisis de DNA y desarrollo anaerobio en presencia de 6xido de N-
trimetilamina (TMAO), C. colien dos y C. larien dos, Roop estableci6 cuatro biotipos
tanto como para C. jejuni como para C. coli adicionando la prueba de actividad de
fosfatasa alcalina y desarrollo en medio minimo, el esquema que parece ser mas
utilizado para fines epidemiolégicos es el de Bolton que clasifica a C. jejuni

en aproximadamente 55 biotipos diferentes utilizando 10 pruebas de resistencia a
sustancias quimicas como la pirronina, safranina, arsenito de sodio, permanganato

22



de potasio, TTC, etc. Nosotros encontramos que la prueba de hidrolisis de hipurato
basada en la presencia de la enzima hipuricasa en algunas bacterias y que hidroliza
el hipurato a &cido benzoico y glicina diferencia a C. jejuni de C. coliy que utilizando
6 pruebas del Micrométodo "MicroCampy" se pueden establecer 16 patrones
bioquimicos para C. jejuniy 10 para C. coliteniendo 2 patrones en comun, patrén 3
y 9 (tabla No.8) para cepas de origen humano estas pruebas son: actividad de
fosfatasa alcalina, reduccion de TTC, crecimiento en verde brillante, &cido propiénico,
succinico y malico. Todos los investigadores anteriores han establecido sus biotipos
a través de pruebas en placa o en tubo y han estandarizado las concentraciones de
sus sustancias inhibidoras (0.001-1%), asi como el tiempo (1-3 dias) y temperaturas
(25-42°C) de desarrollo sin embargo no han establecido cual es la concentracién
Optima de inéculo con excepcidn de Bolton que utiliza 2X108 ufc/mL para pruebas de
resistencia, por lo que en pruebas como lo es la actividad de fosfatasa alcalina existen
resultados variables (38-74.6%), esta prueba en particular es dificil de estandarizar ya
que la gama de colores amarillos que se pueden encontrar es muy variado
dependiendo de la concentracién de sustrato y del tamario de in6culo, por nuestra
parte, encontramos que por micrométodo el 83% de las cepas de C. jejuni eran
positivas a esta prueba mientras que C. colilo era en un 90% estos resultados tal vez
podrian modificarse si el nimero de cepas probadas fuera mas grande como en el
caso de los investigadores antes mencionados ya que el numero de cepas
estudiadas por ellos va de aproximadamente 200 a 1000 y nosotros utilizamos 52.

Estudios previos hechos por Megraud con la finalidad de conocer los patrones
enziméticos, los sustratos que favorecen el desarrollo y que pueden diferenciar

ademés las cepas de Campylobacter, utilizando 58 sustratos para enzimas y 98
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pruebas de asimilacion, dan como resultado que existen tres enzimas que tienen un
buen valor predictivo L-pirrolidonil arilamidasa, L-arginil amidasa y la gama glutamil

arilamidasa.

Entre los sustratos de asimilacion parece existir una asociacion entre la utilizacion de
d-malato y la prueba de hipurato y con el &cido propionico para las cepas de C. col.
Todas estas pruebas fueron ya realizadas en micrométodo y las concentraciones de
inbculo bacteriano fueron estandarizadas previamente por APl, 10® ufc/mL para
actividad enzimética y 1X10® ufc/mL para asimilacién, esta Gltima coentracién
bacteriana fue la que finalmente utilizamos para las pruebas de asimilacion en el
"Micro Campy", mientras que para las pruebas de actividad enzimética fue de 1.8x10"
como lo marca Holmes en la bibliografia. Nosotros incluimos s6lo tres pruebas de
asimilacién similares que son: la del acido propi6nico (5 gr/L), acido malico (5 gr/L)
y acido succinico (2 gr/L), y se encontré que las cepas de C. jejuni utilizan sélo un
26% el 4cido malico mientras que C. coli utiliza el propiénico en un 40%; las
diferencias en estos resultados pueden deberse a que Megraud utilizb la microplacas

preparadas por APl con 2 gr/L de estos &cidos organicos.

Por nuestra parte modificamos las concentraciones a 5 gr/L de 4cido propi6nico y
mélico ya que con 2 gr/L no se apreciaba ningin crecimiento en las cepas de
referencia, ademas de que las cepas probadas por el grupo de Megraud provenian
de diferentes origenes y las usadas por nosotros son sélo de origen humano.

Los sustratos que nosotros incluimos en el micrométodo y que Megraud no incluy6

son: hidrélisis de hipurato, produccién de H,S, reduccidén de nitratos, reducciéon de
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TTC, crecimiento en glicina y verde brillante, resistencia a acido nalidixico y cefalotina,
en los esquemas que fueron mencionados al principio algunas de estas pruebas se

llevan a cabo pero en placa o tubo.

Entre las investigaciones que se estan realizando en la actualidad para la especiacién
de Campylobacter se encuentran ademas las referidas al uso de la Biologia Molecular
con las sondas de hibridacién. El Dr. Edmundo Caiva en el Instituto Nacional de
Biotecnologia (UNAM) nos proporcion6 cepas de Campylobacter que fueron
trabajadas conjuntamente a doble ciego tanto por el "Micro Campy" como por
hibridacién, lograndose mas tarde establecer una comparacién por ambos métodos

con una similitud en los resultados obtenidos del 98% (datos no mostrados).

En este estudio se trabajaron 11 cepas de C. jejuni recuperadas de nifios con un
cuadro de diarrea, de este total, 4 de ellas eran de cepas pareadas, es decir también
se recuperd C. jejuni de heces antes del episodio de diarrea y se obtuvo que en 2
de los casos (50%) el patron bioquimico de la cepa recuperada fue el mismo tanto
para cepa proveniente de cuadro normal como para la de cuadro con diarrea estos
patrones fueron los No 1 y No 2 y en los casos restantes correspondieron a los

patrones No 3, 8 y 10 repitiéndose ademas el No 2.

Por Gitimo cabe senalar que el uso de micrométodos en los laboratorios clinicos son
de gran ayuda para la identificaciébn bacteriana por lo que este micrométodo "Micro
Campy" puede ser Util en estos casos, por lo que se propone como siguiente paso

en este estudio, su validacion a través de su uso en multiples aislados de muestras
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clinicas provenientes de poblaci6n abierta con el fin de establecer si la especificidad
del micrométodo es la adecuada o si es necesario adicionar uno o mas sustratos

para mejorarlo y tal vez poder acortar el tiempo para lograr una identificacion.
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