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I. INTRODUCCION

Campylobacter jejuni es una bacteria pertencciente al géncro Campylobacter, siendo ademfs,
uno de los agentes etiolégicos mas comunmente aislados de casos de diarrea en nifios menores
de cinco afos, en nuestro pafs, por lo que cl determinar la epidemiologfa, fisiologla y

patofisiologia del microorganismo, revisie gran importancia,

Hasta la fecha, los mecanismos de patogenicidad de este microorganismo no han sido
completamente dcmosirados, aunque se ha propuesto, como en el caso de oiro tipo de
infecciones bacterianas, que la adherencia de la bacteria a la mucosa intestinal sca el primer paso

para que se lleve a cabo la infeccién.

Los sistemas de cultivos in vitro son usados con frecucncia para investigar la interaccién entre
los microorganismos patégenos y las células del hospedero , y que han permitido dividir el
proceso de infeccién cn dos fases: adherencia e invasién, Existen diversos estudios que cstablecen
la capacidad de Campylobacter jejuni para adherirse a diferentes lineas celulares, entre las que
se cuentan células HeLa, INT 407 y HEp.2.

En estos cstudios se han empleado elementos radioactivos como (*H)alanina, (*H)leucina, o
(*H)acetato para evaluar el nimero de bacterias adheridas a las células; y ailin cuando tales
métodos son sensibles y especificos, implican por un lado, riesgos para la salud por el tipo de
reaclivos empleados, y por otro, un gran costo por el uso de equipo sofisticado, lo que limita ¢l

ensayo a laboratorios de alto nivel que cuenien con el equipo adecuado.

Existen otro tipo de técnicas para revelar esta asociacidon como son las 1écnicas de tinci6n
diferencial para evaluar, microscépicamente, la asociacién de Campylobacter a células
epitcliales; sin embargo. estos son menos sensibles que los métodos de centelleo, Por ello, en
esie trabsjo se propone el desarrollo de una técnica mas sensible que las técnicas de tincién



diferencial, que permita determinar la asociacién de Campylobacter jejuni a células epiteliales,
sin involucrar clementos radioactivos, y una técnica que posce estas caracterfsticas es ¢
inmunofluorescencia, ya que por el uso de un anticucrpo conjugado con un compuesta
fluorescente, se tiene una reaccién especifica, sensible y ademés de fdcil visvalizacién al

micrascopio,



I1. ANTECEDENTES

ANTECEDENTES HISTORICOS

En 1909, sc aisl6 por primera vez un microorganismo semejante a Vibrio que sc relacionaba con
abortos en bovinos; sin embargo, no ¢s sino hasta 1947 cuando Campylobacter se considera
patégeno para ¢! humano, al describirse un caso de bacteremia en una mujer embarazada, causada

por Campylobacter fetus. (55)

A partir de entonces, C. fetus se aislé ocasionalmente de muestras de sangre, fluido
cercbroespinal y abscesos principalmente, de pacientes que referfan enfermedades de base como
alcoholismo, diabetes mellitus, cnfermedad cardiovascular y otras en las que el pacicnte se
encontraba inmunocomprometido, lo quc dié pic a que se le considerara como un patégeno
oportunista. (55,56)

En 1957 King describi6 que cicrtos microorganismos, relacionados con cl géuero Vibrio, podrian
estar asociades con la diarrca ¢n humanos y podian dividirse en 2 grupos de acucrdo a sus
caracteristicas termofilicas, bioquimicas y serolégicas. Asi, los microorganismos aislados de
muestras de sangre de los pacicntes con diarrea, presentaban una temperatura Sptima de
crecimiento de 42°C. (63)

Inicialmentc el géncro Campylobacter se clasificé dentro de la familia Vibrionaceae, debido a

su similaridad morfolégica con Vibrio cholerae. (55)

En 1963, Scbald y Veron propusieron el término Campylobacter (del griego kampylos, curvo y
bacter, bacilo) como nombre genérico para estas bacterias, al reconocerse que no pertenecian a
la familia Vibrionaceae ya que no fermentaban azicares como las especics de Vibrio y el
contenido de DNA era diferente, ubicdndolos dentro de la familia Spirillaceae. (47,55). Es hasta

1972, cuando Butzler y col. (50) reportaron por primera vez el aislamiento de Campylobacter a



partir de heces, reconociéndolo como una causa importante de diarrea en nifios (56); y en 1973,
Veron y Chatelain describen un sistema de clasificacién taxonémica completa, en la que se

reconocen 4 cspecies dentro del género. (47)

Posteriormente, en 1977, Skirrow desarrollé una técnica de aislamicnto, con un medio de cultivo
selectivo, incubacién a 43°C, y con una tensién de O, reducida, lo que permitié el aislamiento

rutinario de la bacteria a partir de heces de una forma simple. (63)

TAXONOMIA

Actualmente el género Campylobacter se clasifica dentro de la familia Spirillaceae y comprende
16 especies: (20,55)

C. jejuni subsp. jejuni
C. jejuni subsp. doyle
C. coli

C. laris

C. upsaliensis

C. fetus subsp. fetus

C. fetus subsp. vencralis
C. hyointestinalis

C. concisus

. mucosalis

. sputorum bv. sputorum
. sputorum bv. bulbus
. sputorum bv. faecalis
curvus

. rectus

OO nann

. showae



de las cuales, s6lo S sc han identificado como patégenas para el humano (55):

-C. fetus subsp. fetus. Esta especie se ha venido reconociendo como patégena de ovinos
y bovinos, ya que sc aisla de abortos esporddicos, pero en ¢l humano, se ha reportado como una
causa poco frecuente de infecciones extraintestinales como septicemia, meningitis, salpingitis,
infecciones fetales, abortos ¢ infecciones del sistema cardiovascular, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos o con dafio vascular preexistente. El nGmero de aislamientos de este
microrganismo del tracto gastrointestinal en pacientes con diarrea se ha incrementado, lo que

apoya la idea de quc también ¢s causante de enteritis. (47,48)

-C. fetus subsp. veneralis. Microorganismo causante de esterilidad enzodtica y abortos cn
vacas. Sc¢ transmitc sexualmente y se ha aislado de moco vaginal y semen en los bovinos, pero

las infecciones en humanos son raras, por lo que no se considera como patégena para ¢l hombre.
(47,48)

-C. laris, Enun principio se identificé como Campylobacter termofilico resistente al dcido
nalidixico, pero como sc aislé originalmente del contenido cloacal de las gaviotas del género
Larus, posteriormente se le designé comeo C. larus. Ain cuando es clinica, epidemiolégica y
microbiolégicamente similar a C. jejuni, distinguiéndose de éste unicamente por su resistencia

al 4cido nalidixico, raramente causa diarrea en humanos, (47,48)

-C. upsaliensis. Se carateriza por ser un productor débil de catalasa y por su sensibilidad
a cefalotina; se ha aislado de perros y gatos, y se ha reconocido como agente causal de diarrea

y bacteremia en humanos.

-C. jejuni y C. coli. Tanto C. jejuni como C. coli, son causantes dc diarrca en el hombre,

aunque el primero ¢s ¢l mis comiin,

C. jejuni estd ampliamente distribuido en animales domésticos como perros, gatos, bovinos,



cerdos, asf como también cn aves y animales salvajes causando abortos csporddicos en borregos
y enteritis en bovinos. Sc divide en dos subespecies, C. jejuni subsp. jejuni, que se considera cl
principal agente causal de gastroenteritis en humanos, y C. jejuni subsp. doyle que se ha aislado

de biopsias géstricas de pacientes adultos y a partir de heces de nifios con diarrea,

El reporte del primer aislamiento de esta especie por Butzler y col, generd un interés muy grande
por estudiar al géncro Campylobacter, lo que llevé a considerar a esta especie como la causa mas

frecuente de diarrea en humanos, particularmente en la poblacién infantil,

C. coli también causa diarrca en ¢l hombre y ésta es indistinguible de la producida por C. jejuni.
El cerdo es su principal reservorio, aunque también se encuentra e¢n animales domésticos en
menor frecuencia que el segundo. Debido a la similaridad de ambas especics, es necesaria la

realizacién de pruebas bioquimicas para distinguirlas. (44,48)
EPIDEMIOLOGIA

Las infecciones entéricas por Campylobacter son comiines a nivel mundial. Se ha considerado
a C, jejuni como ¢l principal agente ctioldgico causante de diarrea en ¢l humano, ademds, cabe
hacer notar que de los microorganismos aislados pertenecicntes a este género, 98% son

identificados como C. jejuni. (55,56)

La prevalencia de C. jejuni es més alta en paises en desarrollo, que en los paises industrializados;
diversos estudios cpidemiolégicos han rcportado que en éstos, C. jejuni se aisla en
aproximadamente ¢l 15% de los casos dec enteritis infecciosa, siendo més frecuente que

Salmonella y Shigella, y que el porcentaje de portadores asintométicos es muy baja.

En pafses en desarrollo, por el contrario, el porcentaje de aislamiento va de un 20% hasta un 40%
en nifios menores de 5 afos, con un porcentaje de portadores asintométicos muy alto que en
algunos reportes alcanza hasta un 30-40%. (4,15,55)



C. jejuni se presenta primordialmente en nifios de 0 a § aiios de edad y ¢n adultos de 15 a 29
anos, representando una distribucién de edad de tipo bimodal.

En los pafses con clima templado, el nimero de aislamicntos e¢s mayor durante el verano, y ¢n
los pafses de clima tropical, este incremento se da durante la temporada de lluvia. En nuestro
pais, C. jejuni se ha reportado como cl principal agente ctiolégico de gastroenteritis de origen

infeccioso en niflos menores de cinco afos (cuadro 1). (11,17)



CUADRO 1

FRECUENCIA EN EL AISLAMIENTO DE ENTEROPATOGENOS EN UNA COMUNIDAD

DE NIiOS MENORES A LOS 2 AiOS DE EDAD

AGENTE ETIOLOGICO %
Campylobacter jejuni 16.25
Rotavirus 12.38

E. coli enterotoxigénica

(LT y ST) 11.15
E. coli enteropatégena 10.61
Shigella sp 1.76
E. histolytica 1.59
Salmonella sp 0.53
Giardia lamblia 0.17
Etiologia no detcrminada 45.65
Total 100.00

DATOS TOMADOS DE LA CLINICA DE DIARREAS DEL INSTITUTO NACIONAL DELA

NUTRICION "SALVADOR ZUBIRAN". (MARZO 1990)




RESPUESTA INMUNE

Aungue no se sabe exactamente como es Ia respuesta inmune del hospedero en la infeccién por
C. jejuni, se ha sugerido que la imnunidad humoral ¢s la que juega un papcl importante en el

desarrollo de resistencia a la infecci6n. (3,29)

El desarrollo de inmunidad sc asocia con una o més infecciones naturales (42); en nifios que
viven en zonas endémicas, se ha observado un titulo clevado de anticuerpos especificos para C.
Jejuni, resultado de una exposicién intensa al microorganismo, sobre todo por la gran incidencia
de infecciones en ¢! primer afio de vida, lo que al parecer le confierc una proteccién efectiva

contra ¢l desarrollo de la enfermedad.

En diversos cstudios realizados en zonas con alta prevalencia de C. jejuni se ha observado, que
después de la alta incidencia de infeccidn durante el primer afio de vida, sigue un decremento
progresivo cn ¢l desarrollo de enfermedad, ddndose una relacidén inversa entre los niveles de
anticuerpos y la incidencia de diarrca, En estos nifios, los titulos de anticuerpos se incrementan

con la cdad, mientras que la diarrea disminuye. (12,56)

Se cree que la produccién localizada de anticuerpos cn ¢l intestino, es el principal mecanismo
responsable de la eliminacién rdpida del microorganismo, ya que tales anticuerpos pueden cstar

dirigidos contra estructuras nccesarias para la adhesidn e invasién del tracto gastrointestinal, (56)

VIAS DE TRANSMISION

Existen difercntes vias de transmisién de C. jejuni, entre las que se incluyen la ruta fecal-oral,
a través de agua o comida contaminada, y el contacto directo con materia fecal de animales o
humanos infectados, (55)
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En diversos brotes de diarrea causada por este microorganismo, se ha propuesto que la
transmisién se ha originado por la ingestién de comida contaminada como aves, carne roja mal
cocinada y leche no pasteurizada, por la ingestion de agua contaminada (55,56), o por contacto

dirccto con animales como perros, gatos, pollos, ganado bovino y vacuno. (50,56)

Ain cuando se ha reportado la transmisién de persona a persona, no es un hecho comiin (55),
aunque existen reportes de transmisién por contacto sexual entre pacientes inmunodcficientes,
(45)

Las vias de transmision cn los pafses desarrollados son diferentes a las que se presentan en pafses
en desarrollo. En los primeros, ¢l problema se concentra en el manejo, preparacién y consumo
de alimentos crudos o mal preparados, principalmente pollo, o por la ingestién de agu:

contaminada.

En los pafses en desarrollo, los mecanismos de transmisién son multifactoriales y no estdn
completamente identificados, pero se sabe que existe una interaccién de varios factores que
contribuyen a la alta incidencia de este microorganismo, Entre los que revisten gran importancia,
y que s¢ han documentado en diversos estudios (50,56) sc cuentan las aves, ya que son el
rescrvorio natural del microorganismo, y la mayorfa de los pollos destinados para consumo
humano estin contaminados (51) y, en menar proporcidn. lo estdn los cerdos y las reses (52):
ademds, la cxistencia de aves de corral dentro de la casa, sc considera ¢l factor de riesgo mas
importante en las &rcas rurales. La falta de drenaje y ausencia de instalaciones sanitarias también

son factores muy importantes.
DOSIS INFECTIVA
No se ha definido la dosis infectiva necesaria para que Campylobacter produzca enfermedad, ya

que existen personas que presentan sintomas después de ingerir S00 microorganismos y otros que,

por el contrario, ingieren mas de 10° bacterias y no presentan sintomas, lo que refleja la

1t



existencia de una susceptibilidad individual a la infeccién por este microorganismo. (50,55,63)

MANIFESTACIONES CLINICAS

Una vez establecida 1a infeccidn, la diarrea de tipo agudo ¢s la presentacién clinica mas comin
y més del 90% de los casos son debidos a C. jejuni. (55,56,63)

El periodo de incubacién varia de 1 a 7 dfas, En general, la enfermedad es autolimitada, con una
duracién aproximada de una semana en ¢l 60 al 70% de los casos, y de dos semanas ¢n un 20
a un 30%, aiin cuando se han reportado perfodos més prolongados en el 5 al 10% de los casos.
El periodo de excrecién del microorganismo varia de dos semanas a tres meses cn pacientes que
no han recibido tratamiento antibi6tico; en los pacientes que si han recibido tratamiento, se ha

observado una disminucién en la excrecién de la bacteria, (55,63)

En el perfodo prodrémico, los pacientes pucden presentar ficbre, dolor de cabeza y mialgia. A
estos sfntomas sigue la aparicién de la diarrea, acompafiada por nduseas, vémito, célicos y dolor
generalmente periumbilical que afecta a més del 90% de los pacientes mayores de 2 aios, v

puede llegar a ser tan severo que puede confundirse con apendicitis. (55,56)

En palses desarrollados la incidencia de diarrea con sangre es de mas del 50%, y la presentacion
clinica puede ser indistinguible de la ocasionada por infecciones con Shigella, caracterizdndose

por malestar general, fichre, colicos, tenesmo y presencia de sangre y leucocitos en las heces.

En pacientes muy graves puede observarse colon hemorrégico e inflamaci6n exudativa col6nica
y 1a obscrvacién histolégica de biopsias rectales muestra inflamacién del tejido con infiltracién
de ncutréfilos, eosindfilos y células mononucleares en la 1dmina propia; puede existir también
ulceracién de la mucosa con disminucién de la cantidad de moco, y formacién de abscesos cn

las criptas con degeneraci6n de las gldndulas epiteliales, (15,55,56)
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En los pafses en desarrollo, fa diarrea de tipo secretor es la presentacién clinica mas comiin, y
aunque en sélo un 20% de los casos se presenta sangre en las heces, éstos son, en su mayoria,

causados por C. jefuni, scguido por Shigella y E. histolytica. (55)

Se han reportado casos de infecciones extraintestinales tanto ¢n pacientes inmunocomprometidos,
como cn pacientes inmunocompetentes, entre los que se incluyen colecistitis, meningitis,

infecciones del tracto urinario, septicemia y artritis séptica. (56)

La infecci6n por C. jejuni sc ha asociado, de manera importante, con varios sindromes como
Guillain-Barré, Miller-Fischer y Reiter; asf como también se han descrito complicaciones tales

como artritis reactiva y eritema nodoso. (1,55,63)
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Canipylobacter jejuni es un bacilo Gram ncgativo, no esporulado, con una morfologia curva
caracterfstica, se describe como S, espiral o "alas de gaviota” y que mide de 0.5 a 8 i de largo
y 0.2 2 0.5 u de ancho.

Es un microorganismo pleomérfico, en cultivos en fase log presenta forma helicoidal, mientras

que cn cultivos de 48 horas predominan las formas cocoides. (9,63)

Es mévil, con un movimiento ripido de sacacorcho o tirabuzdn, debido a la presencia de uno o
mis flagelos, que pueden ser monotricos o anfitricos. Su contenido de G+C ¢s bajo, y varfa de
28 a 38%. (48,56)

Posce un metabolismo respiratorio; no fermenta ni oxida carbohidrates, por lo que su energfa la
obticne de aminodcidos e intermediarios del ciclo del 4cido tricarboxilico. Es oxidasa positivo
y teduce los nitratos a nitritos, (48,50)

13



AISLAMIENTO

Debido a que C. jejuni crece mis lentamente que la flora entérica normal, para su aislamiento
a partir de heces se requiere el uso de medios selectives. Se han desarrollado dos métodos de

aislamiento, generalmente basados en dos principios.

El primero de estos métodos consiste en un medio de agar sangre suplementado con antibi6ticos
que inhiben el crecimiento de la flora normal o un medio libre de sangre, que contiene carbén

activado,

C. jejuni pucde crecer sobre una variedad de medios basales, entre los que se encuentran agar
Brucella y Muller-Hinton, suplementado con sangre completa o lisada de animales, adicionada

de sulfato ferrose, metabisulfito de sodio y piruvato de sodio. (50)

Con respecto a los medios libres de sangre, se basan en el uso de compuestos como ¢l sulfato
ferroso, metabisulfito de sodio y piruvato de sodio, mas carb6n activado. Entre estos medios se
cncuentran el medio de Campylobacter libre de sangre de Preston al 1,2% (CCD) y ¢l medio

selectivo libre de sangre con carbén activado (CSM), (6,50)

El segundo método de aislamiento se basa en la filtracién de Ja muestra a través de una
membrana de triacetato de celulosa de 0.45¢ de poro, colocada dircctamente en un medio
enriquecido que no conticne antibidticos como gelosa sangre, gelosa chocolate o agar Brucella,
La muestra fecal se aplica cn cl filtro y después de 30 minutos, las especies de Campylobacter
atraviesan ¢l filtro, mientras que los otros microorganismos que s¢ encuentren en la muestra, no
lo hacen, El filtro sc retira de la caja y se incuba, en atmésfera microacrofflica por 48 horas. (4)
Este método tienc la ventaja de permitir el crecimicnto de cepas que son susceptibles a alguno
o algunos de los antibi6ticos usados en los medios selectivos; sin embargo, el in6culo que se
requicre es mayor de 10° UFC por gramo de heces, mientras que en los selectivos, el in6eulo es

pequeio. (56)
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CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Campylobacter jejuni es estrictamente microaerofilico, muy scasible a la desecacién y a
concentraciones clevadas de O, como las que existen ¢n el medio ambiente, por lo que las
muestras de materia fecal deben sembrarse répidamente o bien, colocarse en un medio de
transporte como ¢l de Cary-Blair. (50,63)

Por ser microaerofflico, para su crecimiento requiere una atmésfera con 5% de O,, 10% de CO,

y 85% de N,, condiciones que pucden lograrse por dos métodos principalmente:

-El método de la jarra con vela. Por este método se reduce inicialmente ¢l nivel de O,
aproximadamente a un 17% y también proporciona CO,, dando resultados satisfactorios cn lo que
se refiere a crecimiento, pero ésto sélo cs cuando sc incuba a 42°C, porque a 37°C los resultados
no lo son. (54)

-Sistemas generadores de gases. Proporcionan las concentraciones adecuadas de gas y se

encuentran disponibles comercialmente como el sistema Poly-Bag y el sistema Campy-Pak. (55)

IDENTIFICACION

La identificacién de un cultivo positivo se realiza por morfologia macro y microscépica, después
de 24 a 48 horas dec incubacién.

Se pueden encontrar colonias no hemoliticas, planas, grises, con tendencia a diseminarse a lo
largo de la estrfa, y a coalescer. El didmetro puede llegar a ser de 10 mm, algunas son muy
irregulares con un punto clevado en su centro, o bicn, colonias redondas de 1 a 2 mm de
didmetro, convexas, elevadas, con bordes cnteros y algunas pueden presentar un color rosado
(50,56). Para la observacién al microscopio los frotis se tificn con un colorante fuerte como
cristal violeta o carbol fucsina, 0 bien con safranina, encontrindosc bacilos delgados de forma

espiral, "alas de gaviota" o cn S, si son cultivos de 24 horas; si sc trata de cultivos de 48 6 72
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horas, las formas cocoides comicnzan a predominar, (9,15,48)

Dado que Campylobacter no fermenta ni oxida carbohidratos, las pruebas bioqufmicas por las
cuales las especies del  género se pucden diferenciar son relativamente pocas. Sin embargo,
algunas de sus pfopiedadcs se pueden utilizar para diferenciarlas de otros microorganismos ya
que no requicren sucro para su crecimiento, no hidrolizan ni fermentan urea o gelatina, son

negativas al rojo de metilo y Voges Proskauer y no tienen actividad de lipasa, (48,50)

En el cuadro 2 se muestran las pruchas fisiol6gicas para la caracterizacién de Campylobacter;
el grupo de C. jejuni-coli se diferencia principalmente por la prucba de la catalasa, su propicdad
de crecimicento a 42°C, su sensibilidad a 4cido nalidixico y su resistencia a cefalotina. Entre cllos,
la (inica prucba existente para diferenciarlos es la hidrélisis del hipurato, ya que sélo C. jejuni
¢s capaz de hidrolizarlo, Hasta la fccha se han desarrollado dos métodos de scrotipificacién para

C. jejuni y C. coli, sobre todo con fines epidemiolégicos.

El primero de cllos fué propuesto en 1980 por Penner y col. (49), y se basa en la extraccién
salina de los antigenos termoestables, tales como el antigeno somdtico O del lipopolisacirido

(LPS), que se determinan por la reacci6n de anticuerpos contra las distintas variantes del Ag O.

El segundo de cllos que Lior et al. describicron en 1982 (40), basindose en la reaccién de
anticuerpos contra antigenos termoldbiles. Actualmente se han identificado mas de 90 diferentes

serotipos por ¢l método de Penncr y 50 por el de Lior.(4)

El desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular para fa identificacién y tipificacion de
C. jejuni ha suscitado un interés muy grande dado que presentan varias ventajas sobre los otros
métodos ya mencionados, como el hecho de que en varios de cllos no es necesario aislar a
Campylobacter para identificarlo y tipificarlo, ademds de que son mds répidos y sensibles.
(26,65,66)
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CUADRO 2. PRUEBAS FISIOLOGICAS PARA LA CARACTERIZACION DE CAMPYLOBACTER

Caracterfsticas C.fetus C.jejuni C.coli C.sputorum

s.fetus s.veneralis s.sputorum s.bubulus s.mucosalis s.concisus

Requerimiento de agua para crecimiento

aerofilico - - - - - - + +
Catalasa + + + + - -
Reduccién por nitrito - - - + + + +
Producci6én de H,S (TSI 6 SIM) - - + + + +
Produccién de H,S (TSI)

(Tiras de papel con acetato de Pb) d d + + + + + +
Crecimiento en presencia de:

Glicina al 1% + +
NaCl al 3.5% - - - - - + + -
Crecimiento a:
25°C + + - - - d - -
42°C - + + + + +
Inhibicién por:

Ac. nalidixico - - + + - d d -
Cefalotina + + - - + + + -
Hidrélisis de hipurato - - + - -
Crecimiento anacrobio con:

Fumarato sin H, 6 formato + + - -
Fumarato con H, 6 formato - - - - - - + +
Colonias color amarillo sucio - - - - + -
Porciento molar de G+C en DNA 3336 33-36 32 3234 29-31 29-31 34 34-38

s: subespecie; d: tardio



ESTRUCTURAS ANTIGENICAS

La membrana cxterna bacteriana juega un papel muy importante en la relacién hospedero-
pardsito, ya que sc ha propuesto que sus componentes pueden participar en la adherencia ¢
invasidn de la bacteria a la célula huésped, en la resistencia a la actividad bactericida del suero,

en la fagocitosis y en los mecanismos de muerte fagocitica. (5,21,30)

Los contponentes de superficic de C. jejuni forman un complejo antigénico muy variado que sc
ha estudiado ampliamente; sin cmbargo, el papel que desempeia cada uno de cllos en la
patogénesis de la infeccién no estd completamente claro (34). Mediante el uso de procedimientos
de extraccion 4dcida y de extraccién con sarcosil, se han identificado protcinas, con diferentes
pesos moleculares y que son inmunogénicas, Entre ellas destacan: la protefna flagelar, conocida
como flagelina, con un peso molecular relativo de 63 kDa; una proteina de 45 kDa que
corresponde a una porina, responsable del mantenimiento de los canales a través de la membrana;
una proteina de 31 kDa, extraida con glicina dcida, que se reconoce como un antigeno comun
a todas las ccpas dc Campylobacter; con la extraccién por sarcosil, se han identificado 4
protcinas més, con pesos moleculares de 92, 55, 37 y 20 kDa. (19,53,64,67)

Hay que hacer notar que ya se han identificado dos proteinas, PBEI y PBE3, rclacionadas cor
ciertos mecanismos de patogenicidad, extrafdas con sarcosil, y con pesos moleculares de 28 y 30
kDa respectivamente. Se ha considerado a PBE! como uno de los principales factores de
adherencia de C. jejuni en estudios realizados en células HeLa, se encuentra altamente

conservado por lo que se cree que jucga un papel muy importante en la colonizacién del
intestino. (46)

Otro componente importante de la membrana externa de C. jejuni cs el LPS, es de bajo peso
molecular y le conficre a la bacteria una seroespecificidad heterogénea, aunque su papet en la
patogénesis no se ha demostrado.(68)
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PATOGENESIS

Aun cuando los mecanismos por los cuales C. jejuni causa enfermedad no sc han dilucidado
completcmente, se han propuesto tres procesos infecciosos que se asocian con cuadros clfnicos
caracterfsticos (55):

-Adherencia y produccién de una enterotoxina, lo que provoca una diarrea de tipo

secretor,

-Invasién y proliferacién dentro del epitelio intestinal, 1o que provoca dafio celular y una
respuesta inflamatoria, que se manifiesta como una diarrea de tipo inflamatoria, con presencia
de leucocitos en las heces.

-Translocacién, en la cval el microorganismo penetra la mucosa intestinal sin dafarla,
prolifera en la lmina propia y en los nédulos linfaticos mesentéricos, con la aparicién posterior
de infecciones extraintestinales, (37)

a) TOXINAS

C. jejuni es capaz de producir dos exotoxinas: una enterotoxina termolabil (CIT) y una citotoxina,
La CJT fué descrita por Ruiz Palacios et al en 1983 (57) y sc encuentra inmunolégicamente
relacionada con la toxina del célera (CT), y con la toxina termoldbil de Escherichia coli (LT).
(10,62)

CIT, al igual que CT, induce la secrecién de fluido extraluminal, por la estimulacién de la
actividad de 1a adenilato ciclasa en las células de la mucosa intestinal, incrementando la
concentracién intracelular de AMP ciclico y por ende, alterando el transporte normal de
clectrolitos y agua en los enterocitos, como se ha visto en ensayos realizados en asa ligada de
rata. (16,18,56)
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La citotoxina que produce C. jejuni es muy potente, como se ha demostrado en ensayos de
citotoxicidad en células CHO, HeLa y Vero y es diferente de las producidas por Clostridium
difficile y Shigella, pero su contribucién en la virulencia de la bacteria no se ha esclarecido.
(16,18,41,56)

b) INVASIVIDAD

Atin cuando C. jejuni da la prueba dec Sereny ncgativa, las caracteristicas clinicas y patolégicas
de la enteritis por C. jejuni en la que se cncuentran moco y sangre en las heces de los pacientes,
sugicre que¢ la bacteria es capaz de invadir el epitclio intestinal. Evidencias clinicas y
experimentales han demostrado que la invasividad juega un papel muy importantc en el desarrollo
de la enfermedad. (36)

Entre los modelos "in vivo" que han demostrado esta capacidad, se encuentra el realizado por
Ruiz-Palacios y cols quicnes trabajaron con pollos recién nacidos, Blaser y cols quienes que
wrabajaron con ratones adultos, Fauchére quien trabajé con ratones gnotobiticos y diversos
estudios realizados en monos. También s¢ ha demostrado esta capacidad por cnsayos "in vitro"

por la invasi6n de diferentes lineas celulares como HeLa y HEp-2, (15,34,36,59)
¢) ADHERENCIA

La adhesién de 1a bacteria a la superficie intestinal se considera como ¢l primer paso que utilizan
los microorganismos para prevalecer en el hospedero, lo que les permite colonizar la superficic
mucosa y posteriormente iniciar una sccuencia de cventos capaces de producir dafio al hospedero
(23,24,25). Si la bacteria es incapaz de adherirse, puede ser climinada ripidamente por los
mecanismos locales de defensa, no especificos, como el movimiento peristiltico, el movimiento

ciliar, los fluidos gastrointestinales y la competencia con la flora normal, (21,27,60)

Se ha propuesto que la adherencia ¢s dependiente de un reconocimiento especifico entre sitios
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determinados de la membrana de las células dc) hospedero, llamados receptores y estructuras de
1a superficie bacteriana, lamadas adhesinas, por lo que csta adherencia debe considerarse como
una interaccién célula-célula (5) mediada por la interaccién especifica adhesina-receptor y que

ademds es irreversible. (30,31)

Entre las adhesinas descritas en Ja literatura se encuentran protefnas, polisacdridos, 4cido
lipoteicoico, o conjugados dc éstos, Las estructuras bacterianas mas reconocidas como adhesinas
son: flagelo, cdpsula, pili, fimbrias, LPS, lectinas asociadas y protefnas de membrama externa
(OMP),

Estudios realizados con E. coli enterotoxigénica (ETEC), han demostrado que su adherencia a
células epiteliales estd mediada por fimbrias; a la fecha, se¢ han identificado 8 clases especiales
de fimbrias de naturaleza proteica que se unen a receptores de la mucosa intestinal del hospedero.
Otros microorganismos que también median su adherencia por fimbrias son: V. cholerge,

Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa, Shigella y Salmonella. (24,32)

Otros cjemplos de mediadores de la adherencia son el 4cido lipoteicoico de Streptococcus
pyogenes (estreptococo del grupo A) y las protefnas de membrana externa de Mycoplasma.
(24,32)

En lo que se refiere a los receptores, se propone que pueden estar constituidos por protefnas y/o
carbohidratos; sin embargo, existen diversos estudios que apoyan la idea de que son
principalmente glicoconjugados, y se cree que es la porcién carbohidrato la responsable principal
de cste reconocimiento especifico. (21,25,32)

Basados ¢n lo anterior, sc han propuesto tres mecanismos de asociacién intestinal (38):

1) Adhesién, cn la cual Ja bacteria es capaz de adherirse al epitclio por medio de
adhesinas o por el desarrollo de estructuras de insercién especializadas.

21



2) Colonizacién del moco, en la cual, ciertos microorganismos tienen la capacidad de

sobrevivir y multiplicarse en las 4rcas externas de 1a mucosa que cubre la superficie del intestino.

3) Asociacién a las capas mas profundas de Ia mucosa y a las criptas intestinales, en las

quc pueden observarse agrupaciones muy densas de bacterias.

Se ha postulado que la adherencia de C. jejuni puede estar mediada por difercntes estructuras de
superficic de la bacteria, y aunque no posce fimbrias o pilis, otras estructuras como ¢! flagelo,
LPS y diferentes OMP pucden funcionar como adhesinas (61). Tal ¢s ¢l caso de un antigenc de
superficic lamado PBE! que se ha reconocide come una adhesina muy importante, ademds de
que se encuentra muy conservada en Jas cepas de C. jejuni (34,35), alin cuandoe no se cree que

sca cl dinico factor implicado, sino que ¢s un evento multifactorial,

Estudios realizados con microscopfa electrénica. han demostrado que existe una interaccidn entre

la superficie de las células epiteliales y los componentes de la superficie bacteriana. (39,58,59)

Hasta ahora. se han realizade estudios en diversas lineas celulares como INT 407, HEp-2, HeLa,
Vero, 293, CHO-K1, MDCK y Caco 2, observindose que C. jejuni es capaz de adherirse con
igual eficiencia en cada una de cllas. En estos estudios se ha observado que el ndmero de
bacterias internalizadas varia, encontrindese un mayor niimero en las células de origen epitclial
humano (INT 407, HEp-2. HeLa, 293); se ha sugerido que esta variacién se debe principalmente
a la expresién de diferentes tipos o cantidad de receptores en cada una de e¢llas (35,54,58); por

otro lado. también se ha demostrado adherencia a bordes en cepillo de cerdo (13).
En el laboratorio de Infectologia del Instituto Nacienal de la Nutricién "Salvador Zubirdn", se

han estandarizado técnicas que permiten cvaluar la capacidad de C. jejuni para asociarse a I

linca cclular HEp-2, definiéndose 2 pardmetros: ¢
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-Indice de Asociacién (IA), definido mediante ensayos en placas de microcultivo, como
el porcentaje de células con bacterias adheridas. Una cepa s¢ considera adherente cuando el
1A>20%.

-Indice de invasividad (1), que se define como el porcentaje de bacterias que son capaces
de penctrar en un ensayo con cultivos celulares en esferas de sefadex, considerando a una cepa

como invasiva cuando 11>60%.

Por cstos pardmetros, las cepas dc C. jejuni puedcn ser agrupadas en tres tipos: cepas no
adherentes/no invasivas (1A<20% c¢ 11<60%), cepas adherentes (IA>20% ¢ 11<60%) y cepas
invasivas (IA>20% c 11>60%). De acuerdo a csta clasificaci6n, sc ha encontrado una relacién
entre ¢l tipo de cepa aislado y 1a presentacién clinica dc {a enfermedad, como ya antes lo habian
observado Taylor y cols. (54)

Gran parte de los métodos descritos en la bibliografia para ¢l cstudio de la adherencia de la
bacteria, involucran ¢l uso de elementos radioactivos como (*H)alanina, CH)leucina, (H)acetato
para cuantificar, por centelleo, el nimero de bacterias adheridas a las células, y adn cuando tales
métodos son scnsibles y especificos, imptican por un lado, ricsgos para la salud por el tipo de

reactivos empleados y, por otro, un gran costo por el uso de cquipo especial,

En gencral, se utilizan técnicas de tincién diferencial para evaluar microscépicamente, la
asociacién de Campylobacter a células epitcliales; sin enbargo, éstas son menos sensibles que
los métodos de centelleo. (39,54,58)
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HI. JUSTIFICACION

Debido a que Campylobacter jejuni cs uno de los agentes principales causantes de enteritis
infecciosa a nivel mundial, es muy importante el estudio de sus mecanismos de patogenicidad,
y siendo la adherencia uno de los principales mecanismos en el desarrollo de la enfermedad, su

estudio reviste gran importancia.

Debido a que las técnicas utilizadas para su cstudio presentan algunos inconvenientes, ¢s

necesario ¢l desarrollo de otras técnicas que permitan este estudio.

24



~ -

IV. OBJETIVO

En cste trabajo se propone ¢! desarrollo de una técnica sensible que permita determinar la
asociacién de Campylobacter jejuni a células epileliales, sin involucrar elementos radioactivos

y empleando una técnica de inmunofluorescencia,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Estandarizacién de un método de inmunofluorescencia para determinar la asociacién de
Campylobacter jejuni a la linea celular HEp-2.

1.1 Estandarizacién del proceso de marcaje de C. jejuni con Digoxigenina.

1.2 Estandarizacién del proceso de revelado con un conjugado anti Digoxigenina-FLUQS

y coloracién de contraste con Azul de Evans para observacién de la adherencia de la bacteria a

la célula,

2. Aplicacién del método estandarizado en cnsayos de asociacién de Campylobacter jejuni,

para evaluar el método estandarizado,
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V. PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL

Material biolégico

Anticuerpo anti Digoxigenina conjugado con FLUOS (5(6)-Carboxy-fluorescein-N-hydroxy-
succinimide ester)

Aprotinina

Cepas de C.jejuni proporcionadas por ¢l Departamento de Infectologfa del Instituto Nacional de
la Nutricién "Salvador Zubiran" procedentes de diversos estudios de campo y caracterizadas
previamente como invasiva, adherente, no adherente/no invasiva

Linea cclular HEp-2

Suero de Ternera Neonato (NCS)

Medios de cultivo

Agar sangre de carnero
Campy-Bap
Medio basal de Eagle (BME)

Soluciones

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
Solucién de Azul de Evans

Solucién de Azu} tripano

Soluci6n de bicarbonato de sodio
Solucién de EDTA
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Solucién de EDTA-Tripsina

Solucién de Glicerol-PBS 1:1

Soluci6én de hidréxido de sodio

Solucién de PBS-Tween

Solucién de PBS-Tween-Albiimina sérica bovina (PBS-Tween-BSA)
Digoxigenina/Dimetil sulféxido (DIG/DMSO)

Solucién de Glicerol/PBS

Reactivos

Acido sulfiirico (H,S0,)

Cloruro de Bario (BaCly)

Cloruro de sodio (NaCl)

Formalina

Fosfato dibésico de sodio (Na,HPO,)
Fosfato monobdsico de sodio (NaH,PQ,)

Gentamicina

Material de vidrio

Cémara de Neubauer

Frascos de vidrio de 100, 250 y 500 ml

Jarra para atmésfera microaerofilica

Matraces aforados 250 y 1,000 mL

Matraces Erlenmeyer 25 mL

Pipetas Pasteur

Portaobjetos

Tubos de ensaye de 13X100 mm y 16X150 mm
Vaso de precipitados
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Material diverso

Asas desechables

Botella para cultivo de tejidos de 75 cm?
Cajas petri de 15X100 mm

Filtros Millipore de 0.22

Filtros tipo Swinex

Jeringas de 1 mL

MIlcrocdmaras de cultivo dc 8 pozos
Micropipctas

Pipctas scrolégicas de 2, 5, 10, 25 m]
Probetade 1 L

Viales de 1 mL

Equlpo

Campana de flujo laminar
Incubadora a 37°C
Incubadora a 42°C
Lampara de fluorescencia
Microcentrifuga
Microscopio de luz

Microscopio invertido
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METODOS

Diagrama de flujo general

1. Cepas prototipo de C. jejuni II. Células HEp-2
¢ [
Marcaje con Digoxigenina Monocapas subconfluentes
¢ ¢

I1I. Ensayo de asociacién

IV. Revelado
Sistema DIG-a DIG-FLUOS

Tincién de contraste
Azul de Evans

V. Determinacién de la asociacién bacteriana
Observacién al microscopio de fluorescencia
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I. Campylobacter jejuni.
1. Cepas y condiciones de crecimiento.

Se utilizaron tres cepas de C. jejuni, INN-287IP, INN-10SP, INN-57SP, caracterizadas
previamente como invasiva, adherente y no adherente no invasiva, respectivamente y que sc

encontraban almacenadas a -70°C.

Cada ccpa se descongeld y se sembré en medio de Campy-Bap y agar sangre de camero,
incubandose a 42°C durante 24 h cn atmésfera microacrofilica. La purcza de la cepa se verificé

por tincién con safranina y observacién al microscopio de la morfologia bacilar tipica.

2. Marcaje con DIG.

El marcajc de la bacteria con Digoxigenina se realizé de acuerdo al método descrito por Borén
y cols (8) para H. pylori. Brevemente, a partir de cultivos bacterianos en fase log, se prepararon
suspensiones ¢n PBS (pH 8.5, 10mM), ajustdndose al tubo 10 de McFarland; se adiciond a cada
tubo 2 ug/mL de aprotinina, con el fin de inhibir cualquier actividad proteolitica en la suspension.
A partir de un patrén de DIG de 10 mg/ml en dimetilsulféxido, sc probaron 50 y 100 ug por mL
de mezcla de reaccién. La suspension se incubd por 2 h a temperatura ambiente, con agitacién

suavce.

Dada Ia importancia de eliminar la DIG libre cn Ia suspensién posterior a la incubacidn, se
probaron diferentes condiciones de centrifugacién que permiticran la formacién de una pastilla
bacteriana homogénea y la consccuente climinacién de la DIG libre en cl sobrenadante; se
probaron diferentes velocidades 3,000, 7,000 y 12,000 rpm cn tiempos variables de 5 y 10

minutos,
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II, Células HEp-2.

1. Mantenimiento.

Las células se mantuvieron en medio de crecimiento, BME, suplementado con 5% de sucro de
ternera neonato y gentamicina (500 ug/100 mL de BME), incubdndose a 37°C con 5% de CO,

hasta la formacién de monocapas confluentes.

2. Monocapas subconfluentes,

Las células se desprendicron por tratamiento con tripsina-EDTA e incubacién a 37°C por §
minutos, resuspendiéndose en 2 mL de BME. Se ajusté la concentracién de células a 4x10°
células viables/mL por ¢l método de exclusi6n con Azul Tripano en cimara de Neubauer,

contando los cuadrantes externos y aplicando la siguiente formula:

No. de células Dilucién Factor
No. cuadrantes x empleada (10} x cdmara (10,000)
Factor de dilucién=

No. de células deseadas/mL

Las monocapas subconfluentes se obtuvieron al depositar 400 uL/pozo de la suspension celular
en microcimaras de cultivo de 8 pozos (Nunc, Naperville, IL. USA), y después de incubar a

37°C en atmésfera con 5% de CO,, durante 18 horas.
11, Ensayo de asoclacién.
Adn cuando en cl laboratorio de Infectologia se contaba con métodos para la valoracién de la

asociacién bacteriana a cflulas HEp-2, era necesario establecer las condiciones dptimas de este

método alternativo.
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Se probaron 4 concentraciones bacterianas de acuerdo a los tubos 1, 2, 3 y 4 del nefelémetro de
McFarland, y que corresponden a 3x10° 6x10%, 9x10® y 12x10° bacterias/mL; las suspensiones
s¢ prepararon en medio de BME, suplementado con 5% de NCS, y se pusicron en contacto con
las monocapas subconfluentes de células HEp-2. Para cada concentracién se probaron tres
volimenes diferentes por pozo, 50, 100 y 200 uL., incubdndose durante 3.5 h a 37°C en atmésfera

microaerofilica.

Dado que cabia la posibilidad de que existicra asociacién inespecifica, se evalué también el uso
de albimina sérica bovina (BSA) al 0.2% en BME, para la preparacién de las suspensiones

bacterianas.

Una vez transcurrido cl periodo de incubacidn, era necesario realizar la fijacién de la monocapa
celular con las bacterias adheridas; sin embargo, para establecer si este paso interferia o no con
¢l revelado subsccucnte, se decidié probar dos alternativas; 1a primera, fijar con formalina al 10%
antes del revelado con el sistema anti DIG-FLUOS y, la segunda, fijar después de la reaccién

antigeno anticuerpo.
IV. Revelado,

El revelado consiste en poner de manifiesto las bacterias adhcridas mediante una reaccion
antfgeno-anticuerpo, en la que ¢ anticuerpo marcado con un componente fluorescente (FLUOS),

reconoce la DIG en la superficie bacteriana.

El primer paso consistié cn la estandarizacién de la concentracién éptima de anticucrpo;
particndo de una solucién patrén con 200 ug/mL, se prepararon diluciones 1:10, 1:50 y 1:100 en
PBS-BSA 0.5%, pH 7.4, correspondicntes a una concentracién final de anticuerpo de 20,4y 2
#g/mL respectivamente. A cada pozo se adicionaron 50 4L de la ditucién por probar, incub&ndose
durante 1 h a temperatura ambicnte, con agitacién y protegiéndolo de la luz, Finalmente se lavé

3 veces con PBS (10 mM, pH 7.4) para eliminar el exceso de anticuerpo.

32



Tgualmente sc estandariz6 la tincién de contraste con Azul de Evans, agregando el colorante
diluido 1:100 en agua desionizada, de tres formas diferentes para determinar cuél de ellas era la
mis convenicnte: i) agregar ¢l Azul de Evans junto con la bacteria durante el periodo de
adherencia, ii) agregarlo junto con el anticuerpo durante el revelado, y iii) agregarlo después de
revelar con el anticuerpo,

Se evalué cada una de estas alternativas en la observacidn al microscopio,
V. Determlnacién de la asociacién bacterlana.
Cada uno de los ensayos se observé al microscopio de fluorescencia, para evaluar cada uno de

los parémetros probados durante el proceso de estandarizacién y poder determinar las condiciones

éptimas para la realizacién del ensayo de asociacion.
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VI. RESULTADOS

Para cvaluar cada uno de los parimetros involucrados en la cstandarizaci6n, cada ensayo sc

realizé por triplicado,

1. Marcaje con Digoxigenina,

La primera fasc del estudio consistié de la estandarizacién de! marcaje de la bacteria con
Digoxigenina, para lo que se probaron dos concentraciones, la reportada en la literatura y una
menor (100 y SO pg/mL, respectivamente). No se observaron diferencias entre ellas en la

intensidad de la fluorescencia y sc utilizé 1a menor concentracién posible,

Como ya se habfa mencionado, era importante eliminar la DIG libre ¢n la suspensi6a, por lo que
se probaron diferentes velocidades de centrifugacién (3,000, 7,000 y 12,000 rpm), en 2 tiempos
variables (5 y 10 min), eligicndo ceatrifugar a 7,000 rpm durante 5 min ya que Ja pastilla
bactcriana obtenida fué homogénca, lo que no sc logr6 en las otras velocidades y tiempos
analizados. (Tabla 1)

2. Monocapas subconfluentes.

En este punto solo fué necesario el familiarizarse con ¢! mancjo del cultivo de células, dado que
las condiciones de crecimiento para el mantenimicnto de la linea y la formacién de monocapas
subconfluentes sc encontraban perfectamente cstandarizadas en ¢l laboratario.

3. Ensayo de asociacién,

El primer paso de esta fase consistié cn la estandarizacién de la concentracién bacteriana

tomando como base para cste trabajo et ensayo de asociacién estandarizado previamente en ¢l

laboratorio, se wtiliz6 la suspensién bacteriana ajustada al tubo No, 3 de McFarland, una

34



et ¥

concentracién mayor (tubo No. 4), y dos concentraciones menores (tubos 1 y 2), dado que ¢l uso
del sistema DIG-anti DIG hace més sensible e ensayo.

Con una concentracién de 3x10* bacterias/mL en un volumen de 200 ul/pozo, se logré
difercnciar perfectamente el contorno celular y las bacterias adheridas a cada célula, no se
observé adherencia inespecifica, es decir, no se observaron bacterias cn las porciones del
portaobjetos libres de células. (Tabla 2)

La adicién de BSA al medio de suspensibn no mejoré la visualizacién al microscopio,

observéndose igual, al evaluar microscépicamente, los ensayos realizados con y sin BSA,

Dentro de esta fase, fue muy importante determinar ¢n qué parte de) proceso debfa de realizarse
la fijacién con formalina al 10%, observindose que fijando después de revelar, cxistia
desprendimicnto de Ja monocapa celular, lo que no sucedi6 si se fijaba antes del revelado, por

lo que sec decidid utilizar esta dltima alternativa.
4. Revelado.

En primer lugar, tuvo que establecerse la concentracién dptima de anticuerpo, probéndose tres
diluciones. Con la dilucion 1:100, se observé que la intensidad de la fluorescencia era baja, y
utilizando las diluciones 1:10 y 1:50, la intensidad de la fluorescencia aumentd, lo que nos

permitié observar perfectamente a las bacterias adheridas y valorar su asociacién, (Tabla 3)
Finalmente, para la tincién de contraste, sc utilizé Azul de Evans, valorando la forma en la que
era mds convenicnte agregarlo, probéndose esto se probaron tres opciones: agregarlo junto con

la bacteria, agregarlo junto con el anticuerpo y agregarlo después del revelado con el anticuerpo.

Con las dos primeras se observd poca intensidad en el contraste, ya que Ia coloracién de las

c€lulas cra muy tenue. al igual que la intensidad de la fluorescencia. Al agregarlo después del
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revelado, se observaron las células de color rojo intenso sin que existiera interferencia en la

intensidad en la fluorescencia de la bacteria, por lo que sc decidié utilizar esta dltima opcidn.

Finalmente, se establccieron las condiciones dptimas de marcaje de Ia bacteria (Diagrama 1) y

para el ensayo de asociacién (Diagrama 2),

Bajo estas condiciones, se obtuvicron los siguientes resultados para las cepas INN-287 IP, INN-
10 SP ¢ INN-57 SP, obscrvéndose que para la dltima cepa casi no existe bacteria adherida,
contrastando con lo observado para las otras dos cepas (INN-287 IP ¢ INN-10 SP, invasiva y
adherente respectivamente), en las que se observa una mayor cantidad de bacterias adheridas a

la superficie celular (Fotografias I, 2, 3).
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TABLA 1

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS
DE LAVADO DE C. jejuni

ipm tiempo (min) B MOVbservacioncisr

3000 S No hubo formacién de pastilla
3000 10 No hubo formacién de pastilla
7000 5 Pastilla compacta, f4cil resuspensiéi
7000 10 Pastilla muy compacta
12000 S Pastilla muy compacta
12000 10 Pastilla muy compacta
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TABLA 2

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y VOLUMEN OPTIMOS DE
C. jejuni MARCADA PARA EL ENSAYO DE ADHERENCIA

VOLUMEN (ul)

CONCENTRACION DE BACTERIA (bacterias/ml)

50
100
200

= Muy pocas bacterias adheridas,

3X10° 6X10° 9X10° 12X10°
- +++4 +4++ *
++ ++++ * ¥
+++ * * *

++ Pocas bacterias adheridas pero sin tener un patrdn de adherencia definido.

+++ Bacterias adheridas con un patrén de adherencia definido, se pueden visualizar las células.

++4+ Bacterias adheridas con patrén definido, pero no se visualizan las células, presencia de algunos agregados.

Gran cantidad de bacterias adheridas, presencia de grandes agregados que no permiten observar un patr6n definido

ni visualizar as células.
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TABLA 3

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA

DE ANTICUERPO
Diluci6n Observaciones
1:100 Baja intensidad de la fluorescencia,

Dificil visualizacion de la asociacion bacteriana

Bucna intensidad de la fluorescencia.
1:50 Fécil visualizacidn, se obscrvan perfectamente las

bacterias adheridas a la cflula

Bucna intensidad de la fluorescencia,
1:10 Fécil visualizacion, se observan perfectamente las

bacterias adheridas a la célula
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DIAGRAMA 1

MARCAJE CON DIG

Suspensién de C. jejuni
PBS 8.5, tubo 10 de McFarland

Aprotinina 2ug/mL

DIG-NHS SuL (10mg/mL)

Incubar 2h, temp. ambicnte, microacrofilia, agitacién suave

Lavar 3X, PBS/Tween 20 (0.05%)
3,000g (7,000rpm), 5 min.

Resuspension en Medio Basal de Eagle

con 5% de suero fetal de bovino
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DIAGRAMA 2

ASOCIACION A CELULAS HEp-2

Células HEp-2 en microcdmaras de cultivo
4x10° cel/mL, 37°C, 5% CO,, 18h

|

Suspensién de C.jejuni-DIG, No, 1 de McFarland
3.5h, 37°C, microacrofilia

|
Lavar 6X, PBS pH 7.3

}

Fijacién, Formalina 10%

!
Enjuagar con PBS

}

Ac aDIG-FITC
1h, temp. ambiente, con agitacién

d
Lavar 3X, PBS pH 7.3
d

Contrastc, Azul de Evans 10min.
Enjuagar con H,O

'
Montaje con Gliccrol/PBS
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Fotografia I, Cepa INN-287 IP. Invasiva
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Raahedon 1)

Fotografia 2. Cepa INN-10 SP. Adherente.
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e e e

Fotografia 3. Cepa INN-57 SP. No adherente/No invasiva.
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VII. DISCUSION

Actualmente cn nuestro pais y en general en los paises subdesarroliados, fa gastroenteritis
infecciosa sigue siendo un grave problema de salud que afecta sobre todo, a la poblacion menor

de 5 aiios.

Campylobacter jejuni esté considerado como el principal agente etiolégico de infecciones
gastrointestinales, no s6lo en nuestro pafs, sino a nivel mundial (50), por lo que el estudio de los
mecanismos por los cualcs es capaz de causar daiio es muy importante, lo que ha originado el

desarrollo de diversas estrategias para realizarlo.

Los sistemas de cultivo cclular son los més usados para investigar la interaccién entre
microorganismos y las células hospederas (28), y a través de éstos sc ha demostrado que C. jejuni
¢s capaz de adherirse a varias lincas celulares, ademds de que estudios de microscopfa electrénica
han confirmado esta cualidad (35,54,58,59).

Gran parte de los estudios que han revelado esta cualidad se llevan a cabo marcando
radioactivamente la bacteria y cuantificando la bacteria adherida por centelleo, Este método ha

sido muy utilizado pues es especifico y sensible (2,14,39,54).

También sc han utilizado técnicas de tincién diferencial con colorantes como Giemsa y evaluando
ia adherencia por observacién al microscopio, pero la resolucion que se tiene no es muy buena,
por lo que su observacidn puede llegar a scr dificil y cansada, cxisten otras técnicas que logran
un mayor contraste cntre las bacterias y las células como la tincién de Warthin-Starry que utiliza
plata y facilita la observacion; sin embargo, estas téenicas no son tan sensibles como el marcaje

radioactive y pueden presentar algunos problemas como la precipitacién del colorante o Ia plata,
lo que dificulta la obscervacién. (61)

Sc ha desarrollado una varicdad de técnicas de inmunofluorescencia que ofrecen venlajas sobre

45



L

los métodos descritos, ya que son mds sensibles y especificas que las técnicas de tincién

diferencial y menos ricsgosos que ¢l marcaje radiactivo. (21,22,28,33)

Por lo anterior, en este trabajo se propuso una técnica de inmunofluorcscencia que nos ofrece
estas ventajas, En €sta, se marca la bacteria con un compuesto, la Digoxigenina (DIG), que ¢s
un esteroide que se encuentra unido a una molécula de dcido aminocaproico y a un éster de

succinimida,

Este compuesto sc unc a las proteinas de la membrana mediante la reaccién del grupo amino de
las proteinas y la succinimida en condiciones de alcalinidad suave (pH 8.5) de manera covalente,
por lo que este tipo de marcaje ¢s muy conveniente ya que nos asegura que la bacteria no perderd

la marca durante los ensayos.

La DIG es un compuesto que ultimamente se ha empleado mucho para marcar oligonucleétidos
y anticuerpos y puede emplearse para marcar carbohidratos si s¢ acopla a una molécula de

hidroclururo de hidrazida.

El hecho de que para revelar la adherencia sc utilice un anticuerpo anti DIG, vuelve especifica
la reaccion, adeinds de que sc magnifica haciéndola mds sensible, y por estar conjugado con
fluoresceina. la observacion al microscopio se facilita. (7)

Para C. jejuni ya sc habia reportado una técnica de fluorescencia, en la que se marca la bacteria
directamente con isotiocianato de fluoresceina: sin embargo, la técnica aqui propucsta es mas
especifica por el uso de anticucrpo v mds sensible, (43)

En cuanto a los resultados, se tuviecron que estandarizar varios pardmetros,

El primero de cllos fué cl marcaje de la bacteria, determinado la concentracién de DIG 6ptima

para cl marcaje. De los dos volimenes probados, sc decidié utilizar 5 uL ya que al obscrvarse
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al microscopio no se¢ ¢ncontraron difcrencias con las bacterias marcadas con 10 uL, lo que
permitié optimizar la cantidad de DIG utilizada en el cnsayo.

En estc paso también se cstandarizaron las condiciones de centrifugacién para lavar la bacteria
y climinar la DIG que no se uni6. De las condiciones probadas, se cligié centrifugar a 7,000 rpm
durantc 5 minutos porque fué en la quc sc obtuvo una pastilla compacta, climindndose la DIG
libre ¢n cl sobrenadante, ademds de quc la resuspensién era répida y fécil, lo que no sucedié a
rpm mayores, en las que la pastilla cra demasiado compacta y la resuspensién es muy dificil, ya
que se necesita pipetear mucho y en este proceso, se expone durante mucho tiempo a la bacteria
con cl O, atmosférico, lo que pucde afectarla ademds de que puede dafarse por las
manipulaciones ¢xcesivas. A menores rpm no se lograba la formacién de la pastilla, por ic que

no s¢ eliminaba la DIG libre.

En la scgunda parte del estudio sc evaluaron las condicioncs dptimas para el cnsayo de
asociacién; éste se llevd a cabo segin el método estandarizado previamente en el laboratorio,
determindndose unicamente la concentracién éptima de bacteria a utilizar, ¢l uso de BSA para
cvitar uniones incspecificas y la forma de fijacién con formalina al 10%. Originalmente, el
método cstandarizado utiliza una concentracién bacteriana de 12X10® bacterias/mL (tubo 4 de
McFarland) pero como el método propucsto cs mds sensible, se probaron concentracioncs

menores,

Con respecto a la determinacion de la concentracién bacteriana, sc decidié utilizar la suspension
ajustada al tubo No. 1 de McFarland, que corresponde a 3x10® bacterias/mL, ya que permitié
obscrvar la morfologia cclular y a las bacterias adheridas sobre la superficie celular, o que no
sucedi6 con las otras concentraciones, ¢n las que la cantidad de bacteria era tal, que se formaban
agregados bacterianos que impedfan la observacion de las células y por tanto, la evaluacién de
la asociacién, por lo que el método propuesto es més sensible ya que se redujo la cantidad de
bacterias con respecto a la utilizada cn la técnica cstandarizada previamente.
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Cabe hacer notar que, al evaluar si cra necesario cl uso de BSA para evitar uniones inespecificas,
se encontré que no lo era, ya que s6lo sc observaron las bacterias adheridas a la superficic

celular, lo que indica la cspecificidad del ensayo.

Es importante remarcar que la fijacién del ensayo con formalina, debe realizarse después del
ensayo de asociacién, ya que en ¢l paso posterior de revelado, existen varios procesos de lavado

que provocan que las cflulas se desprendan de la microcdmara de cultivo,

El iltimo paso fue el revelado del ensayo de asociacion, y fué ¢l més importante ya que, como
era un método alternativo a los ya existentes, se tenfa que demostrar que era sensible y
especifico, para lo que se tuvieron que estandarizar las condiciones 6ptimas para llevarlo a cabo;
en estc ensayo sc utiliza un anticuerpo acoplado a FLUOS, por lo que se estandarizé la
concentracién de anticuerpo, probindose diluciones de 1:100, 1:50 y 1:10 de la solucién patrén;
con la primera dilucién, la intensidad de 1a fluorescencia cra baja, lo que dificultaba la evaluacién
de la asociacién al microscopio y con las dos Gltimas, la intensidad de la fluorescencia aument6.
Como no se encontraron difcrencias entre estas dos diluciones, se decidi6 utilizar la dilucién

mayor, con el fin de utilizar la menor cantidad de anticuerpo posible.

La coloracién de contraste permitié tener una muy bucna diferenciacién entre las células y las
bacterias, ademds de que sc pudo apreciar perfectamente la morfologia cclular y evaluar la

asociacién de C. jejuni.

De las tres difcrentes mancras para adicionar el Azul de Evans, s¢ decidié que lo mejor cra
adicionarlo al finat del cnsayo, ya que se consigue una buena contrastacién, lo que no sucede si
se adiciona cn cualquier otra fasc puesto que se observa una disminucién en la cantidad de
bacterias adheridas y poca coloracién cn las células, Esto pucde deberse a que el Azul de Evans

interfiere dc alguna manera con la adherencia de la bacteria.

Al evaluar cada uno de estos pardmetros, por observacién al microscopio de fluorescencia, se
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determinaron las condiciones Gptimas de marcaje y se¢ demostré que el método aquf propucsto,
¢s \itil en la evaluacién de la asociacién de C. jejuni a la linea celular HEp-2, presentando varias
ventajas sobre los métodos de tincidn diferencial, ya que es especifico porque utiliza un Ac
dirigido contra un compucsto, en este caso la DIG, que se ha unido a la superficie bacteriana, y
sensible, porque es capaz de delectar menor cantidad de bacteria con respecto a otros métodos
como los de tincién diferencial, edemés de que se facilita su observacién al microscopio, pues
como ¢l anticuerpo ¢sté acoplado a un compucsto fluorescente (FLUOS), se observa a la bacteria
en color verde y por el Azul de Evans, las células s¢ observan de color rojo, permitiendo un
excelente contraste entre ambas, Otra ventaja muy importante, es que no se cmplean compuesios

radiactivos, reduciéndose asf los riesgos para los usuarios,

En las folografias de los ensayos de cepas de diferente capacidad de asociacion a células HEp-2,
puede observarse que para la cepa INN-57 SP, caracterizada como no adherente/no invasiva, la
cantidad de bacterias adheridas, con respecto a la observada para las ccpas INN-10 SP, adherente,
¢ INN-287 SP, invasiva, s notablemente menor, lo que s t6gico, considerando las caracteristicas
de 1a cepa.

Estos resuitados nos indican que ¢l método aqui propucsto, si es itil para evaluar la capacidad

de asociacién de diferentes cepas de C. jejuni.
Ademds, esta técnica de marcaje ticne una infinidad de aplicaciones ya que podrfa utilizarse para

marcar cepas de C. jejuni con diferentes caracleristicas y estudiar diferentes aspectos de los

mecanismos de palogenicidad de este microorganismo,
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VIII. CONCLUSIONES

-Se estandariz6 el marcaje de Campylobacter jejuni con Digoxigenina, sin que se afecte la
capacidad de adherencia de la bacteria,

-Se cstandariz6 cl proceso de revelado utilizando un anticuerpo anti DIG conjugado con
fluoresceina, que torna especifico ¢l cnsayo, lo que es una ventaja con respecto a los métodos
de tincién diferencial.

-El método propuesto ¢s sensible ya que se redujo la concentracién de bacterias utilizadas, con

respecto a la utilizada en otros cnsayos.

-Una ventaja muy importante es que, mediante este método sc pucde obscrvar la asociacién de
C. jejuni a la linca celular HEp-2 sin el cmpleo de compuestos radioactivos, lo que reduce el

riesgo para ¢! usuario,
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IX. APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS

SOLUCION DE EDTA (0.03%)
EDTA . ity 003 g
PBScelularpH?7.2 ............ .. 100 mL

Esterilizar en autoclave

SOLUCION DE PBS CELULAR (10 mM, pH 7.2)

1Yo, H 8.5¢g
NaHPOLH,0 ....vvoiiniinnnnn, 1379 g
NaHPO, . .\\'ivirinnniinn., 1.4196 g

Ajustar pH a 7.2 con NaOH 3M vy aforar a 1 L con agua desionizada.

Esterilizar en autoclave y mantener en refrigeracién

SOLUCION DE TRIPSINA (1%)
Tripsina .. ... ig
PBScelularpH72 ............... 100 mL

Esterilizar con filtro Millipore y mantener en refrigeracién

SOLUCION DE EDTA-TRIPSINA (1:40)
EDTAQ03% .............. ...\ 97.5 mL
Tripsina 1% . ......ovvvinnen, 2.5 mL

Mantener en refrigeracion
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SOLUCION DE AZUL DE EVANS 1%
Azulde BEvans , ......... .o i 1 mg
H,0 desionizada ........... .00t 100 mL

Mantener en refrigeracion protegido de la luz

SOLUCION DE AZUL TRIPANO (0.05%)
Azultripano ....... oot 005g
PBS celularpH?7.2 ............... 100 mL
Mantener en refrigeracion

SOLUCION DE BICARBONATO DE SODIO (7.5%)

Esterilizar en autoclave
SOLUCION DE GLICEROL-PBS (1:1)
Glicerol ....... N 10 mL

PBScelularpH?7.2 ................ 10 mL

SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO 3 M)
NaOH ..............viivuenn .. 128

Mantener en refrigeracién
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SOLUCION DE PBS-Tween-BSA (0.05% Tween, 02% BSA, pH 7.2)

BSA .o e 02g
Tween 20 . ..o oviiiiii i 0.05 mL
PBScelularpH 7.2 ....... ... ..., 100 mL

Mantener cn refrigeracién

DIG/DMSO
DIGNHS .............. e 1 mg
DMSO .\ttt eiiiiiarinnns. 0.1 mL

Congelar a -20°C

APROTININA
Aprolimina.......cov i I mg
HEPES 00IMpHS8 ................ 1 mL

Congelar a -20°C

FORMALINA
Formalina ..................¢..0 10 mL
PBS celularpH 7.2 ............. ... 90 mL

SOLUCION PATRON DE ANTICUERPO ANTI DIG CONJUGADO CON FITC
ARLCUCIPO . vvvvii iy 200 ug

Agua redestilada esteril . ... ... ... 1mL

Alicuotar y guardar a -20°C

MEDIO BASAL DE EAGLE (BME)
Disolver un frasco de BME ¢n 950 mL de agua desionizada,
Ajustar pH de 7.2 con NaHCO; al 7.5%

Agregar 100 unidades de gentamicina
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Anadir 50 mL de NCS descomplementado
Filtrar con filtro Millipore

GLICEROL/PBS
Gliocerol .........ocvvveven,
PBS celularpH7.2 .......... R

Guardar a temperatura ambiente.
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