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OBJETIVOS

1.~ DETERMINAR 1A PRESENCIA DE Compylobacter jefuni EN HECES OETENIDAS -
DE NIFOS.
2.- IDENTIFICAR BIOQUIMICAMENTE ¥ DEIERMINAR EL BIOTIPO PREDOMINANTE ---
DE LAS CEPAS AISLADAS.
* 3. DETERMINAR LA FRECUENCIA DE Campylobacter jejuni CON RESPECTO A —m--
OTROS PATOGENOS RMIERICOS.
4.- ESTUDIAR LOS MECANISMOS DE ADHERENCIA E TNVASIVIDAD DE TAS CEPAS -

ALSLADAS EN BASE A UN MODELO EXPERIMENTAL.



INTRODUCCTON

A finales de la década de los 50's, los estudics de Elizabeth King acer-
ca de las Infecciones por V. fetus, hicleron scspechar que otra bacteria seme
jante a este Vibrio tambidn atacaba al harbre aunque el cuadro clinico era di
ferente, las manifestaciones predominantes eran diarrea y gastroenteritis. --
Una vez establecido el género Campyiobacter, esta nueva bacteria recibid el -
nombre de Campylobacter jejuni. De igual forma se establecid que las especies
€. coli y C. laridis eran causantes de diarreas, aungue aparentemente en me--
nor frecuencia.

las infecciones por C. jejuni tienen unperiocdode incubacién que general
mente varia entre uno y siete dias, tanto el periodo de incubacién como la —
gravedad del padecimiento dependen de la magnitud de la dosis infeccliosa inge
rida, asi como de la virulencia del microorganismo y la resistencia especifi-
ca del huesped.

La difucultad en el aislamiento e identificacidén de las diferentes espe—
cies de Campylobacter, ya que son microorganismos de crecimiento lento, que - B
ademds reguieren de medios de cultivo y condiciones especiales de incubacidn,
retardaron el estudic de su epidemiologia y patogénesis. En 1a actualidad es-
te problema se ha superado, lo cual ha permitido demostrar que €. jejund re—
presenta una de las causas de diarrea mds importantes tanto en los paises ===
industrializados como en los del Tercer Mundo. En estudios recientes se ha ——
considerado a C. jejuni como uno de los principales patdgenos entéricos en —-
humanos, aislado tan frecuente como Salmonella o Shigella, particularmente en
ninos.

Debido a que MExico esti catalogado como un pais con alto indice de mor-

talidad y morbilidad, causados por las infecciones intestinales, es de vital



interés determinar la frecuencla de €. jejuni, como causante de enfermedades

entéricas entre la poblacidn infantil de nuestro pafs.



1 -~ GENERALIDADES.

1.1. TAXONOMIA

1A especie Campylobacter fetus (Vihrio fetus), se conocid entre los ve-
terinarios como el agente causal de abortos infecciosos del ganado y de las
ovejas, otros miembros del género se asociaron con enfermedades de animales
domésticos, incluyendo la enteritis en cachorres de perros, gatos, cerdos, -
etc,

King fué la primera en ostudiar a fondo las cepas de Campylchacter ais-
ladas de humanos, cbservd que algunas de estas formaban el grupe clasico, —
otras formaban uno similar, pero se distingufan de las del grupo clasico ~-
por crecer a una temperatura poco usual. Todas las cepas asociadas a enteri-
tis aguda crecidn entre 42 y 43°C, por lo que las llamd
dns” [371.

'vibrios relaciona--

El témino Campylobacter (del griego, bacilo curvo), fu@ propuesto por
Sebald y Veron en 1963 cama un nombre gendrico para nombrar a los wibrios --
microaerSfilos y diferenciarlos del grupo del cdlera clisico,

La taxonomia de estos Campylobacter termbfilos, se basS en un ndmero 1i
mitado de caracteristicas fenotIpicas, que causaron gran controversia.

Veron y Chatelain consideraron en un principio dos especies, _@__my_];q—-—‘
bacter jejuni y Campylobacter coli. En la 9¢ edicidn del Manual de Bacterio—
logia Determinativa de Bergey [39), Smibert incluyd , a estas especies en —
una sola sul:_:espec:le clasificindola conmo Campylobacter fetus subsp. jejuni.
En las Listas Aprobadas de Nombres de Bacterias, Skerman adoptd 1la nomencla
tura de Veron y Chatelain. Mis recientemente Skirrow y Benjamin, propusie—-
ron que el grupo se dividiera en C. jejuni biotipo 1, C. jejunl bictipo 2,

C. coli y Campylobacter térmofilos resistentes al Acido nalidixico (NARTC),
de acuerdo a su sensibilidad a este Acido {37]).



De acuerdo a la clasificacidn de Verun y Chatelain, se establece cue ei,
microorganismo en estudio se clasifica taxondmicamente de la siguiente mane--
ra:

FAMILTA: Spirilaceae
GENERO : Campylobacter
ESPECIE: Jejuni

C. jejuni, inicialmente conocido como V. fetus, se clasificd dentro de
la familia vibrionaceae, debido a su morfolegia. Aunque el género Campylobac-
ter se diferencia del génera Vibrio, en base a que las especies del género —-
Vibrio tienen un contenido de G + C de 46 a 47 moly, son anaerobios facultati
vos y fermentadores con produccidn de dcidos como productos finales. Sin ———-
embargo, los miembros del género Campylobacter son microaerdfilos, no fermen-—
tan ni oxidan carbohidratos y su composicién 8z G + C es de 30 a 35 mold [33,
391, .

1.2. IMPORTANCTIA CLINICA.

Recientemente se ha identificado a €. jejuni como un importante agente —
patSgeno, causante de enfermedades entéricas en el humano, se le ha asociado
con abortos en el ganado y como patdgeno entérico en los animales domdsticos.

Ademis de los padecimientos entéricos asociades a €, jejuni, se le ha —

_ relacionado con meningitis, colecistitis, infecciones de las ‘viag urinarias,
artritis sépticg, abortos e inclusive con el sindrome de Reiter (28,38, 421).

C. jejuni infecta a la gente de cualquier edad, pero es mis frecuente —-
diagnosticarlo en nifios gue en adultos. Las personas debilitadas o inmunosu--
primidas son las mis cominmente infectadas, se establece en el tracto intesti
nal del hombre, aves, perros‘, gatos, borregos y del ganado en general, perov-—.
puede ser flora normal del tracto intestinal de animales jdvenes.

El aislamiento de C. jejuni es equivalente al nimero de aislamientos de



Salmonella pero excede a los de Shigella [3,5,411

La transmisién es a través de alimentos, generalmente de origen animal,
como son: la leche cruda, mal hervida o no pasteurizada, o bien por agua —
contaminada. Aungue se ha demostrado la transmisién directa de hombre a ha-~
bre por via fecal-oral, aparentemente la inmensa mayoria de estas infecciones,
en particular los brotes epidémicos, se originan gracias al consumo de leche
cruda, carne mal cocida de pollo u otros animales, eteo.

Estudios recientes han demostrado que C. jejuni se distribuye mundialmen
te, pero es mis frecuente aislarlo de paf{ses subdesarrollados que de paises -
industrializados, su incidencia estacional es mas elevada en verano y otofio -
que en invierno y primavera [ 3,4,16,1

1.2.1. MANIFESTACIONES CLINICAS.

C. jejuni se localiza generalmente en el yeyuno. Una vez establecido el
microorganismo en el tracto intestinal humano, el perisdo de incubacidn es -
variable, pero generalmente es de uno a siete dias y la diarrea es el rasgo -
mis caracteristico de la enfermedad, aunque también se presentan dolor abdo--
minal, fiebre y en algunas ocasiones niuseas y vémito,

La presencia de sangre en las heces es generalmente después de dos a cua
tro dfas de haberse iniciado el padecimients. La duracidn total de la enfer--
medad es de menos de una semana, pero la excrecidn del microorganismo puede -
durar de dos semanas a tres meses en pacientes gque no son tratados con anti—
bibdticos.

No todas las personas expuestas a €. jejuni desarrollan la enfermedad, -
ya que se ticnen que considerar la susceptibilidad del individuo al microorga
nismo o bien la relativa virulencia de la cepa.

Estudios epidemiolégicos recientes han mostrado que se necesitan alrede

dor de 500 a 1 000 000 de bacterias para iniciar la enfermedad {41,42].



7.3. DESCRIPCION GENERAL.

El género mlobacter incluye bacterias curvas o espiriladas Gram-nega
tivas que miden 0.2 - 0.5/4 m de ancho por 0.5 —~ Sjﬁm de largo. Los bacileos
tienen una apariencia de "s" o de alas de gaviota cuando dos o mis cdlulas —
forman cadenas cortas, no son esporulados, crecen en medios de pil alcalino --
{pH 8.5 ~ 9.0). Las células de cultiws viejos o cuando las condiciones ho —-
son favorables se presentan en forma cocoide o esférica.

Las células presentan una membrana polar multilaminar en ambos extremss
y se localiza debajo de la membrana citoplasmitica, los extremos de la cflu-
la son generalmente puntiagudos, son mdviles, con un movimiento caracteristi-
co de "sacacaorcho" debido a un flagelo polar localizado en uno o ambos extre-
mos de la célula, aunque ocasionalmente se han descrito cepas inméviles [42].
El flagelo puede medir de dos a tres veces el tamano de la célula.

Sont microardfilos, requieren de una concentracidn de oxigeno entre 3 a -~
1S% y una concentracién de 3 a 5% de (I)z. Ocasionalmente se han descrito ce—-
pas capaces de crecer bajo condiciones aercbias {209 02)- Algunas especies —
sdlo crecen en condiciones anaercbias, en presencia de formato y fumarato o
bien oxigeno y fumarato en el medio de cultivo.

Son quimiorganStrofos, no fermentan ni oxidan azlcares, no soa producto-
res de écidas._ La energfa generalmente la cbtienen a partir de aminodcidos —
—glutamato y aspartato- o bien do intermodiarlos del ciclo del 4cido tricar--
poxflico (TCA) y no de carbohidratos. Ia gelatina y la urea no son hidroliza-
dos, Son xojo de metilo y Vogel- Proskaver negativos, no son productores de -
pigmentos, ni tienen actividad de lipasa.

Tienen actividad de oxidasa, superoxidasa-dismutasa y algunas especiés
son catalasa positiva. Las especies C. fetws, C. jejuni y C. coli son ca.tala-
sa positivas y son las especies asociadas a enfermedades en ¢l hombre y anima




les (2,18,19,33).

La mayoria de los miembros del género Campylobacter crecen entre 25 -
37°C, pero solo C. jejuni y C. coli se aislan a temperaturas entre 42 - 43°C
pero no a 25°C.

1.4. MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo selectivos mds ampliamente usados para el aisla-——-
miento de C. jejuni y C. coli a partir de materia fecal, se compenen bisica-—
mente de un medio base, sangre y una mezcla de antibidticos. Varies investiga
dores han usado diferentcs medios basales, Skirrow enpled para su medio el ——
Agar Base de Sangre N2 2 y lo adiciond con 5 - 7% de sangre lisada de caba--~
110, vancomicina (10 mg/l), polimixina { 2 500 U/1) y trimetoprim (5 mg/l).
Butzler empled el Agar Tioglicolato y lo adiciond con 158 de sangre desfibri-
nada dJe carnero, bacitracina (2 500 U/1), ciclcheximida (50 mg/l), sulfato de
colistin (10 000 U/l), cefalolima (15 mg/l) y novobiocina (5 mg/l). Blaser —
empled la base de Agar Brucella y le agregd 10% de sangre desfibrinada de —-=-
carnero, vancomicina (10 mg/l), trimetoprim {5 mg/l), polimixina B (2 mg/l).
Lander y Gil emplearon como medio selectivo y de enriguecimiento el Caldo In
fusibn de Carne de Ternera adicionado de 7% de sangre lisadn de caballo y fi-
nalmente Preston utilizd el Caldo Nutritivo N? 2 solidificado con Agar Nueva
Zelanda, adicionado de 5% de sangre lisada de caballo.[2,7,8,17,28,31,38,39]1.

El medio mis ampliamente utilizado cs el formulade por Blaser, conocido
también como Campy-BAP. Este autor desarrolld también un métcedo de enriqueci-
miento frio, el medio base empleado es el Caldo de Tioglicolato, el cual se -
complementa con la mezcla de antibidtico antes mencionada, el medio se conoce
¢como Caldo Campy-thio, ¢cuyo uso se ha descrito ampliamente [34,36,43],

Comiinmente, estos medios de cultivo presentan el problema de crecimiento

de bacterias coentaininantes, lo cual resulta perjudicial para el aislamiento -



de C: jejuni y C. coli. los contaminantes aislados con mayor frecuencia son -

los miembros de la familia Entercbacteriacease, Pseudanonas sp. , Streptococ—

<us sp. ; ¥ algunas levaduras.

El uso de la sangre en estos medios de cultivo representa ciertas desven
tajas, es muy fdcil que se contamine, es cara, Aif{cil de consequir y ademis
de que se le desconoce su funcién exacta en los medios de cultivo, lo que ha
llevado a desarrollar medios de cultivo libres de sangre.

Bolton desarrolld wn medio de cultivo selectivo para Co lobacter, en -
el que sustituyd a la sangre por una mezcla de compuestos qué fueron: sulfato
ferroso y piruvato de sodio (CFP), 1o que demastrd ser un excelente sustituto
de la sangre, ya que desarrollaron en €1 la mayorfa de las cepas de Campylo--
bacter probadas. Al medio base se le adicionS cefaperazona, un antibidtico -~
que tedricamente es un eficiente supresor de los miembres de la familia Ente-
robacteriaceae y Pseudomonas [23].

Reportes recientes han descrito un nuevo suplemento, que €s una mezcla -
de sulfato farroso, metabisulfito de sodio y piruvato de sodic (FBP). Cuando
se adicicna al Agar Brucella, eleva la aerctolerancia y el crecimiento de ——
Campylobacter [8,11,23].

1.5. REQUERTMIENTOS NUTRICIONALES ¥ DE OXIGENO.

Los requerimientos hutricjonales de C. jejuni pueden resumirse en los si
guientes aspectos: no oxida, fermenta carbohidratos, fosforila, no transporta
glucosa; oxida al citrake, cis aconitato, isocitrato, alfa-cetoglutarato, suc
cinato, fumarato, malato y oxalacetato. Presenta un metabolismo respiratorio,
su energfa para el crecimiento proviene del ciclo del &cido txicarboxilico y
de algunos aminoicidos tales como el glutamato y el aspartato que son deamina
dos en alfa—cetoglutamato y oxalacetato, Crece en un medio definido de amino

dcidos y vitaminas [3,387].



fa mayorfa de las cepas de Campylobacter crecen en una concentracidn de:
3 ~ 15% de O, ¥ da 3 - 5% de CDZ. €. jejuni utiliza al oxigeno como un acep—
tor final de electrones y al H, como un donador de electrones.

'La naturaleza micreaerofilica de €. jejuni parecia ser incampatible con
el padecimiento de la enteritis. Sin embargo, se establecid cue el lumen in-
testinal, es altamente anaercbio,lo <ual podria ser un mxiic hostil para un -
microorganismo que depende del oxigeno para su metabolismo respiratorio. Aun-
que probablemente C. jejuwni se multiplica en la mucosa intestinal, pucde te-
ner acceso al 02, ya que &ste lo suministran las células del tejido de la mu-
cosa ¥ el H, 1o preduce la flora anaerchbia del intestino. Como C. ieijuni tie-
ne actividad de hidrogenasa, el H2 puede servir camo una fuente excelente de
energia para la respiracidn durante la patogénesis [24]

la produceién de oxIigeno durante el metabolismo celular o durante la ———
autooxidacién u oxidacion fotoguimica en el medio ambiente, genera una varie-
dad de derivados tdxicos de hidrogeno. Estos derivades tSxicos Se generan en
los medios de cultivo cuando se exponen a la luz y al 02 produciéndose radica
les de alta energfa, tales como superdkidos y perdxides por reduceidn fotogqui
mica del medio, estos radicales inhiben el crecimiento de €. jejuni aen el me-
dio de cultivo; o bien pueden producirse por los microorganismos y secretarse
al mismo medio de cultivo, » ’

Los microorganismos han desarrollado varias enzimas defensivas para pro
tegerse de los derivados tSxicos. Las enzimas que destruyen a1l H,0, son la -~
catalasa y peroxidasa, la superoxido-dismutasa destruye a los radicales super
oxidos (05) [20].

Otras sustancias como el manitol y la histidina pueden reprimir la forma
cién de los radicales hidroxilo (OH7). La combinacifn de estos agentes en los

wedios de cultivo aumentan la aerotoleracia de la bacterda.



Cuando al Agar Brucella se le adiciona el suplemento (FBP), -~

o s5lo se previenc la toxicidad del medic ambjente contra Campylo-

bacter jejuni , sino que se aumenta también la aerctolerancia at

oxigeno , cuando el microorganismo se inocula en 2]l medio de culti--
vo. Fsto se debe a la accidén conjunta del hierra y del metabisulfi-

to, que actlan en una forma no enzimitica destruyendo a las radica

les superSxidos , por otro lado el piruvato destruye al perdxide de

hidrdgeno presente on el medio de cultivo . La toxicidad de los nu-

trientes del agar la previenen el sulfato ferroso y el piruvato, y

mis efectivamente la sangre de coballo.

1.6 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION .

1.6.1 RESERVORIOS .

Se ha demostrado que Campylobacter jejuni puede multiplicarse -
en bilis humana a 37°C y scobrevivir en ella durante 2 meses, lo -
mismo se ha Jemostrado en medios Acidos con pH mayores de 3.6.

Campylobacter jetuni sobrevive en heces, leche,

conservados a 4°C,

agua y orina ---
siendo que ests bacteria estuve en medios a -
25°C. Ia viabilidad wixima Se coservé a 4°C durante 3 semanas en
las heces y la leche, 4 setanas en el agua y 5 semahas en la orina . Es~
to sugiere gue cuando C. jejuni contamina estos medios, funcionan como -~
Taservorios.

Las infecciones por. €. jejuni son en realidad una zoonesis, ya éue
los reservorios principales estin constituidos por diversas especies da

animales domésticos, como pollos, pavos, bovinds, etc.Mungue estos no es



t8n bien delimitados, se sugtere que los cachorros de animales domésticos -
pueden ser 1os vectores para la infeceidn humana, especialmente las crias —-—
con diarrea que son las mids frecuentemente infectadas por esta bacteria.

Los individuos que padecen de enteritis causada por Campylobacter vy que
no se han tratado, pueden excretar al micrcorganizme en sus heces durante va
rias semnas. Estos individuos representan un reservorio y una via de transe
misidn para el mismo harbre.

Aungue C. jejuni se ha aislado de la vagina esto no indica que sea flo-
ra normal de ella, pero si representa una via de transmisién de la vagina ma
terna al feto, aunque es poco probable que sea una forma comin de infeccién
humana [4,6]1.

1.6.2. RECOLECCION DE LA MUESTRA.

Las muestras temadas con hisopos del recto, se recolectan de pacientes
preferentomonte con diarrea, ya que excretan a €, jejuni por medio de &stas.
Se recomienda que los especimenes se inoculen en el medio selectivo lo mAs -
pronto posible, © por lo menos antes de las 2 horas de haberse tomado las ——
muestras, de ne ser posible se recomienda el uso de medios de transporte [34,
36,431,

El tr: te y al iento de las mu ne son generalmente un -
problema, pues se ha demostrado gue este. microorganismo permanece viable en —
las heces a temperatura ambiente durante 3 dfas y por lo menos aurantc 3 se-
manas a 4°C.

1.6.3. INOCULACION DEL MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO,

El medio puede inocularse directamente con las muestras tomadas del ——-—
recto - con hisopos o bien con las muestras fecales sobre el medio selectivo
Campy=-BAP. Las muestras diarreicas se inoculan con 3 2 5 gotas sobre el me--

dio de eultivo, se estrfan para alslamiento e incuban. Bn las muestras s&li-



dag se usa un hisopo para tomar muestras de toda el frea de las heces y, si
se presentan, de las &reas con moco y/o sangre, se estrfan para aislamiento
y se incuban.,

Las cajas inoculadas se incuban entre 42 - 43°C durante 24 a 48 horas,
en una atmbsfera de microaerofilia.

La alta tomperatura ompleada para el aislamiento de C. jejuni, inhibe -
el desarrelle de la flora normal, perc faverece el c¢recimiento de los Campy-
lobacter termSfilos.

Las condiciones atmosféricas para el crecimiento de €. jejuni se pueden
obtener por diversos mdtodos. En la actualidad las jarras de anaercbiosis son
los sistemas mis utilizados, ya que son excelentes métodos en los cuales se
logran las condiciones microaerofilas necesarias para el aislamiento de di--
versos microorganismos del tipo de €. jejuni. Otro sistema utilizado amplia-
mente para el mismo propSsito, esclde la jarra con vela. Este sistema pro-—
vee de una atmdsfera que contiene aproximadamente 17 a 19% de O2 yde 2 a 3%
de @,. Aunque esta atmosfera no es ideal para el crecimiento de algunas ce-
pas de Campylobacter, se usa para el aislamiento de C. jejuni. Algunos inves
tigadores han demwstrado gue cuando la jarra con vela se incuba entre 42 -
43°C, la atmSsfera que se produce es adecuada para el alslamiento de C. je—
Juni, pero esto no sucede cuando se incuba a 37°C ya que el aislamineto dé--
crece [25,28,44].

Aungue existen otros métodos comerciales que permiten obtener las condi
clones atmosféricas optimas para el crecimiento de esta bacteria, Gstos de—
ben de ser seleccionados en base al tamafio, cantidad de trabajo y presupues—
to de cada laboratorio.

1.6.4. EXAMEN DE LA PLACA.

El examen de la placa se recomienda que se efectﬁe a las '24, 48 y 72 ho-



ras, aunque es aconsejable que se realice finicamente a las 48 y 72 horas.

Las colonias de C. jejuni son no hemoliticas, ligeramente anaranjadas a
color marrdn, planas con bordes irregulares y de aspecto himedo o bien redon
das, elevadas y de aspecto mucoide. Miden de 1 a 2 mm de didmetro y a veces
se extienden a lo largo de la zona de aislamiento.,

la identificacién de las colonias sospechosas debe de hacerse en base -
a las siguientes pruebas: movilidad y morfologia, por observacién en micros-
copio da campo obscuro o contraste de fase, oxidasa y tincidn de Gram; si la
preparacién de contraste muestra la caracterfstica movilidad de salto y/o -
si en la tincién de Gram se cbservan bacilos curves Gram negativos y si la ~
prueba de la oxidasaz es positiva, se identifica presuntivamente a C. jejuni
© C. goli.

1.7. IDENTIFICACION BIOQUIMICA.

Las especies de Campylobacter asociadas a las infeccicnes en humanos en
base a sus caracteristicas bioquimicas, se pueden dividir en grupos, de a——-—
cuerdo a su temperatura de crecimiento, los Campylobacter termé&filos que —-
crecen Sptimamente de 42 - 43°C pero gue no lo hacen a 25°C son: €. jejuni,
C. coli y C. laridis.

La resistencia al &cido nalidfxico, se usa generalmente para distinguir
a C. laridis de C. jejuni y C. coli. La fnica prueba gue hay para distinguir
a.C. jejuni de C. coli es la prueba de hidrdlisis del hipurato, éste Gltimo
la da negativa, ya-que no hidroliza-al hipurato.

Las reacciones que identifican a C. jejuni se enlistan a continuacién
[2,26,28,391:

CARACTERISTICA: REARCCION
* Crecimiento:

25°C ‘ ' -



CARACTERISTICA REACCICON:
37°C +
42°¢ .

1% de Glicina +
1% de Bilis +

3.5% de NaCL -

* Reaccidn Bicquimica: -
Oxidasa + )
Catalasa +
Glucosa . -

Reduccidén de Nitratos +

Reduceidn de Nitritos -

HZS en TSI -
st en papel acetato -
HidrSlisis del hipurato +

* Otras prucbas:
Resistencia al 3cido nalidixico -

Resistencia a la cefalotina . +

1.8. BIOTIPIFICACION.

El creciente inter8s en las cepas de Campylobacter aisladas de humanos
y consideradas como patdgenas, ha mostrado la necesidad de realizar pruebas
adicionales en los laboratorios clinicos que puedan usarse para diferenciar
las. Dentro de este género C. jejuni es la especie aislada en mayor frecuen
cia y considerada ccmo patdgena para el humano, por lo que se ha visf:o la ne
f:esidaa de tener un esquema de Biotipos propio’ para este microorganismo.

Hlarvey observd que la mayoria de las cepas de C. jejuni hidrolizaban al



hipurato, mientras gue las dem3s especies no lo hacian, 81 sugirid que las cg
pas hipurato negativas, representaban un bictipe diferente dentro de la espe
cle. Smibert previamente habia notado que algunas cepas de €. jejuni produ—
cfan una fosfatasa alcalina, otras una aril-sulfatasa y algunas otras hidro-
lizaban el DtA. En base a la composicidn de grasas celulares de C. jejund y
otros Campylobacter, se establecid que €. jejuni contenia §ecido ciclopropanc
C19' el cual no estaba presente en otras especies. Herbert [19) propuso un -
esquema de biotipas, en base a dos de las pruebas antes mencionadas y adicio
nd la prucha de crecimiento en Agar Carbdn y levadura {CYE). Las pruchas bio
quimicas, mis précticas y reproducibles para la diferenciacidn de las cepas
de C. jejuni fueron: la hidrdlisis del hipurato, del DNA y el crecimiento en
Agar CYE, la combinacién de los posibles resultados de estas pruebas did ori
gen al sistema de biotipas de Herbert, en el cual se establecen 8 biotipos -
para las ce§as de €. jejund {(Tabla # 1).

Tabla # i. ESQUEMAS DE BIOTIPOS PARA C. jejuni {19)

BIOTIPOS:

PRUEBAS: k) 2 3 4 5 6 7 B8
HIDROLISIS DEL HIPURATO + + + + - - - -
HIDROLISIS DEI, DA + 4 - - + o+ - -
CRECIMIENTO EN AGAR CYE + - =+ - - x -

Skirrow vy Benjamin propusieron un esquema de bictipos basado en la hi-—



deSlisls de hipurato y la prueba ripida de HZS con 1la cual reconocen a G. ~—
Jejuni como un microorganismo con capacidad para hidrolizar el hipurato y a
C. coli como un microorganismo incapaz de hacerlo. La prueba rdpida de st -
origind la subdivisidn de C. jejuni en 2 biotipos y fué también Gtil para —
distinguir un cuarto grupo el de los Campylobacter termbfilos rosistentes al
Scido nalidixice (NARIC), para les cvales se propuso el nombre de C. laridis.
Recientemente el Centro de Control para las Enfermedades (C.D.C), propu
50 un esquoma de blotipos basade en las pruebas de hidrdlisis del hipurato,
del DA y la prueba rapida de HZS' en la cval solo se diferencian 4 biotipos

para C. jejuni, 2 para C. <oli y 2 mis para €. laridis (Tabla # 2).

Tabla # 2, ESQUEMA DE BIOTIPOS PARA C, jejuni, C. coli y Q. laridis (MARTC).
BIGTIPOS:
C. jejuni C. coli - C. laridis
PRUEBAS: 1 Ir III W I Ir T o1r
HIDROLISIS DEL HIPURREO  + +  + . - - - -
PRUEBA RAPIDA DE H,S - - . + - - - s
HIDROLISIS DEL DNA -+ - * - . - .

1.9. SERCLOGIA.

Losresquenas de serotipificacidn y los estudios seruldgicos involucran
la identificacidn de antigenos camnes que puedan utilizarse en las pruebas
diagndsticas y que determinen la presencia de microorganismes en las mues-——

tras bioldgicas y la presencia de anticuerpos en el suerc de pacientes infec -

tados.



Recientemente se han desarrollado diversos métodos para serotipificar
las cepas de €. jejuni y C. coli, los métodos mids cominmente utilizades son -
el método de Penner y el método de Lior. El primero se basa en la presencla
de un antIgeno termoestable, la técnica para determinar este antigeno es una
hemaglutinacidn pasiva {16,29,30]. El segqundo método involuecra a los antige-
nos termoldbiles y la técnica empleada es una aglutinacién y absorcidn de an
ticverpos (21,27},

En el método de Penner no se requieren los anticuerpos absorbidos, sien
do éste el mis ficil de implementar, el método de Lior es simple de efectuar
y da resultados mig rapidos que el de Penner, éste (ltimo tiene el problema
de que los cultivos reaccionan con miltiples antisueros; sin embargo, esto -
no sucede en el método de Lior. Ambos métodos son igualmenete Gtiles para sg
retipificar las cepas de €. jejuni y €. coli en brotes epid@micos y de grupo.

El diagndstico scrolégico se recomicnda en los paclentes con cultives -
negativos, en los casos de brotes en los que se aisle a C. jejuni en por lo
menos uno de los pacientes involucrados en el brote [28].

No se recomienda el uso de técnicas seroldgicas en el diagnSstico de ca
sos esporddicos de infecciones por Campylobacter, ya que no son pricticas, -
debido a la antigenicidad heterogénea que presenta €. jejuni,

1.10. SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS.

Las pruebas in vitro de susceptibilidad antibidtica han mostrado que --
las cepas de C. jejuni probadas son susceptibles a: Cloramfenicol, Dihidroes
treptomicina, Eritromicina, Neomicina, Oxdtetraciclina, Estreptamicina, y Te
traciclina. Maderaéamnte susceptibles a Novobiocina, Penicilina, Bacitracina.
y Polimixina B.

mli establecisé que C. jejuni es sensible a Eritromicina, Clindami

cina, Tetraciclina, Metremidazol, Acido Nalid{xic.o, N‘ifxofurantoina, Gentami



cina, Kanamicina, Novobiocina, Bacitracina, Vancanicina, Trimetoprim, Polimi
xina B, Ampicilina, Carbenicilina, Cloxacilina y Cefalosporina.

Se afirma que la Eritromicina es el agente preferido en el tratamiento
de la campylobacteriasis, aunque se ha reportado entre un 8 y 10% de resis--
tencia a esta droga en las cepas probadas de C. jejuni.

Se ha determinado que la Eritranicina puede ser sustituida en el trata-
miento de la enteritis por Campylobacter, por otros antibidtices camo son: -
la Tetraciclina, Clindamicina, Gentamicina, derivadoes del Nitrofurano y Clo-
ramfenicol, aungue ninguno de estos antibidticos se ha evaluado clinicamente
{15,22].

1.11. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD.

En la actualidad, los conocimientos sobre la patogenicidad de C. jejuni
son particularmente desconocides, igualmente los mecanismos por los cuales ~
este microorganisme produce la enteritis, no se han establecido claramente.

Clinicamente, las infecciones por €. jejuni pueden presentarse como dia
rreas agudas © bien como un sindrome disentérico y raramente como infeccio—-~
n2s extraintestinales,

Recientemente Livene [42] c¢lasificd a los patSgenos entéricos en 5 gru
pos en base a los mecanismos Per los cuales pueden producir el padecimiento.

Las caracteristicas clinicas que presenta Campylobacter sp. son semejan
tes a las que presentan los patdgenos agrupados en 3 de los grupos de Livene.

El priser tipo de mecanismo involucra la induceidén de toxinas para pro-

ducir la enfermedad, este grupo esta repr do cl&si por Y. chole-
rae. Estos microorganismos se adhieren a la mucosa en el intestino proximal
y elaboran una toxina, resultando una diarrea. La produccidn de toxinas es -
un mecanismo propuesto en pacientes con diarrea aguda,

Ultimamente se ha demostrado la produccidn de una enterotoxina por C. -
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Jejuni (actualmente en discusifn), 1o cual propone un mecanismo en la patogé-
nesis de esta bacteria.

El sequndo tipo de mecanismo es aquél en el cnal se describe la penetra-
cidn y la proliferacién en las células del epitelio intestinal, donde ocurre
dafio y muerte celular; sin embargo, la lesifn es solo superficial, la adeni—
tis mesentérica y la septicemia muy raramente ocurre.

El ileon terminal y el colon son los involucrados principalmente y la ma
teria fecal conticne sangre y c?lulas inflomatorias.

En la enteritis por Campylobacter sp. existen evidencias clinicas de la
invasitn del epitelio intestinal, siendo &stas la diarrea con sangre y las ¢é
lulas inflamatorias en las muestras.

En estudlos recientes de Price, en pacientes con enteritis por €. jejuni
las biopsias rectales demostraron que las lesiones consistian en infiltrados
inflamatorios en la ldmina propia y abscesos similares en las criptas. Esto -

mismo se ha observado en las infecciones por Shigella y Salponella.

El tercer mecanismo llamado 'translocacidn", estd representado por Salmo-—
nella sp, y Yersinia sp. En la translocacién, el microorganismo penetra la ma
cosa del intestino ocasionando un dafic minimo con iproliferacién en la lémina
propia y en los nddulos mesentéricos. La presencia de C. jejuni en los nddu--
1os mesentéricos se ha descrito clinicamente en diferentes artfculos {4271.

C. jejuni se transloca a los nddulos mesentéricos indicando que la trans
locacién es un mecanismo por el ¢ual esta bacteria causx la enfermedad, en la
que se presenta una diarrea franca.

En la actualidad uno de los aspectos poco conocidos de la virulencia de
C. jejuni, es la naturaleza de la interaccidn entre este microorganismo y las
células intestinales. Estudios in vitro han dewstrado que C. jejuni puede a-

dherivse a los enterocitos y posteriormente invadirles [13,14,35].



Klistein demostrd la invasividad de las ceras de C. jejuni {las cuales -
inducen a una diarrea con sangre). Asi, la naturaleza de la interaccién entre
Campylobacter sp. vy los enterocitos no se ha aclarade todavia.

Hasta donde se sabe, C. jejuni carece de fimbrias, pero posee otras adhe
sinas. Una variedad de estudios con lineas celulares,particulammente con célu
las Hela e INT 407, han demostrado in vitro la adherencia de este microorga-—
nismo.

Mumerosas sustancias y tratamientos pueden interferir con la adherencia
de C. jejuni a las células INT 407. Mc Bride y Mewel observaron una inhibi-—-
cibn de la adherencia al usar glucosa, galactosa, manosa, W-acetil glucosami-
na, N-acetil galactosamina y sorbitol. Mc Seweegan y Walker redujeron la adhe
rencia de C. jejuni a las células INT 407 en por lo menos 50%, al usar D-mano
sa, D(-) fucosa, 2.5 de glutaraldehido y enzimas proteoliticas {421,

Se ha detectado que el flagelo posee la mayoria de las adhesinas para ——
las células epiteliales. En cepas que carecen de flagelo, se ha observado una
pobre adherencia a las células INT 407, lo cual sugiere la presencia de adhe-
sinas en el flagelo, como se ha observado en V. cholerae.

El calentamiento a 100°C durante 30 minutos no modifica la adherencia de
C. jejuni, lo cual sugiere la presencia de una determinante, de una proteina~
flagelar termol&bil, o bien de una cubierta de adhesinas.

Otras estructuras de superficle de C. jejuni que pueden ser inportantes
en la adherencia al epiteclio son las proteinas de la membrana externa (OMPS),
los lipopolisacdridos (LPS) y el glicoc&lix.

Los estudios sobre las estructuras de Campylobacter a nivel molecular, -
se han enfocado a las estructuras de superficie de la célula, debido a que -
en las bacterias patSgenas esta superficie es la que interacciona directamen-

te con el hospederc. Esta estructura es la que permite al patdgeno e-—



vitar o vencer los mecanismos de defensa del hudsped. Acerca de esta estructy
‘ra, tentativamente se ha detectado una lidmina-§ sobre la superficie de C. je-
Juni, de la cual no hay informacidn suficiente, pero se ha observado que esta
misma l3mina-S esti presente en las cepas de C. fetus, la cual posee una ac-
tividad antifagocitica, juega un papel importante en la patdgenesis de las in
fecciones por C. fetus, Esta proteina de superficie, aparece comurmente en mu
chas cepas de C, jejuni que pertenccen a una variedadde serotipos temmoldbi--
les. la forma de la estructura de este antigeno comin todavia no se conoce.

Otro antigeno de superficie, es la QMP, esta proteina de Mr ca 45 000,
Se parece a las porinas, la cual estd asociada a un peptidoglicanc. Esta pro-
teina probablemente juega un papel importante en el metabolismo y crecimiento
de las células de Campylobacter, pero su funcidn no se ha establecido clara—
mente, no hay evidencias de que intervenga en la patogc'nesis.

Los lipopolisacidridos de €. jejuni, son predominantemente de bajo Mr, al
igual que se encuentran en otros patSgcnos como Neisseria, Haemophilus v Bor-
detella sp. En contraste con estas bacterias en las cuales los LPS de bajo Mr
confieren solo unos pocos serotipos, los LIPS de C. jejuni presentan gran di-—
versidad antigénica, confiriendo diversos serotipos. El papel de estos LPS en
la patogénesis de C. jejuni no se ha aclarado.l42].

La movilidad de C, jejuni se debe a uno o mis flagelos, constituidos de
un filamento de 20 nm de diSmetro, un gancho, un cuerpo basal y un gran disco
asociado con la regidn final del gancho y cubierta por el cuerpo basal. El —
flagelo es de naturaleza proteica ¥y es una importante superficie antigénica.

La mucosa intestinal es la barrera nds importante contra la invasidn de
los microorganismes entéricos, pero la movilidad tipica que presenta C. jeju-
ni le facilita la invasidn a las células intestinales. Su capacidad invasiva

queda demostrada por las manifestaciones clinicas gque presentan la mayoria de
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los pacientes que son: sangre, mxo y leucecitos en las hecesfq2],

1.71.1 MODELOS EXPERIMENTALES.

El mecanismo por el cual C. jejuni causa enteritis, no se ha establecido
posiblemente por la falta de un modelo experimental adecuado.

Inicialmente los modelos experimentales estfindares usados con otros ente
ropatSgenos, se establecieren camo negatives para C. jejuni. Por ejemplo, la
prueba de Sereny los investigadores la reportaron como negativa para todas
las cepas de Campylobacter probadas, trabajos recientes en este aspecto, recg
miendan usar nucvos modelos de animales que puedan usarse para el estudio de
este patdgeno.

Newell ha experimentado en una variedad de especies de animales, estable
ciendo procedimientos para el estudio de C. jejuni. Pero la mayoria de estos
mdelos son engorrosos {p.c. @l utilizar al ganado), caros como el emplear a
los monos rhesusy son impracticos para su uso en la mayoria de los laborato——
riocs. Aunque la ventaja que presentan algunos de ellos, radica en que la ente
ritis causada en humanos, se puede reproducir muy similarmente en estos ani—
males de experimentacién [9,42]).

Los cultivos in vitro, tales como los cultivos de células son mis sim---

' ples, reoproducibles y ficiles de monitorear. Las condiciones de estos modelos
son 1o mis cercanas al fendmeno y sus resultados ccnme:dan con la virulencia
de la bacteria. Entre los cultivos de las c&lulas gue se han utilizado desta~-
can las células de carcinoma cervical humano (Hela), las células diploides de
wlhén {MRC-5), las células INT y las céliulas de cafcincma de laringe humano

{Hep—2) .(13}.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIAL.

2.1.7 MATERIAL BIOLOGIOD.

Sa emplearon muestras de materia fecal de pacientes que durante los me--
ses de noviembre de 1986 a octubre de 1987 se enviaron al Laboratorio de Bac-
teriologfa Clinica del Instituto Nacional de Pediatria (I.N,.P.}, para la bis-
queda de Campylobacter jejuni.

Las cepas estudiadas de C. jejunt y €. coli fueron las que se aislaron -
de las mnuestras de materia fecal procesadas.

La cepa control de C. jejuni la proporciond el Departamento de Infectolo
gia del Instituto Nacional de la Nutricidén "Salvador Zubiran'

Las cepas controles de E. coli K 88, J 53 y de S. flexneri las propor-—
ciond el Laboratorio de Bacteriolegia del Departamento de Ecologia Humana de
la Fac. de Medicina U.N.A.M.

Las lineas celulares Hela y Hep-2 las proporcicnd el laboratorio de Viro
logia del Hospital Infantil ¥ Federico Gomez'.

2.1.2 MATERTAL DE VIDRIO Y BQUIPO.

Cajas petri de 100 X 15 { Pyrex)
Matraz erlermmeyer de 125 ml {Pyrex)
Matraz erlenmeyer de 250 ml {Pyrex)
Matraz erlenmeyer de 500 ml ' (Pyrex)
Pipetas serolégicas de 1 ml (Pyrex}
Pipetas serolégicas de 5 ml {Pyrex)
Pipetas scroldgicas de 10 ml {Pyrex)
Fortaobjetos (Madesa)
Tubos de ensaye de 10 X 75 (Pyrex)

Tubos de ensaye de 13 X 100 ) {Pyrex)



Tubos de ensaye de 16 X 150

Tubos con tapdn de rosca de 13 X 100
Bruipo:

Asa bacteriolsSgica

Balanza granataria

Cimara para cultivo de tejidos
Centrifuga

Congelador Industrial

Estufas para cultivo (rango de 0 a 80°C})
Gradillas

Mechero Bunsen

Microscoplo Junior 2 modelo K-4
Microscopio Standar K-7

Refrigerador Industrial

2.1.3. MEDIOS DE CULTIVD Y REACTIVOS.
2.1.3.71. AISLAMIENTO.

Agar Selectivo para Campylobacter (base)
Suplemento Selectivo para Campylobacter
Anaerocult ©

Agar de MacConkey

Agar para Salmonella y Shigella (SS)
Agar Verde Brillante

Agar XD

Base de Caldo Tetrationato

Caldo Sélenito de Sodio

2.1.3.2 IDENTIFTCACION BIOGUIMICA.

Acar Selectivo para Campylobacter (base)

{Pyrex}
(Pyrex)

{P.N0)
{Chaus}
(Limbro)
(Sol~-Bat)
{Nmerican)
{Memmmert )
{F.N.}
(F.N.)

{Carl Zeiss)
(Carl Zeiss)

{Rhicem-Revco)

{Merck)
{Marck)
(Merck)
(Merck)
{Marck)
(Merck)
{Merck)
(Merck)

(Merck}

(Marck)
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Suplemento Selectivo para Campylobacter
Agar de Hierro Kliglec

Infusidn Cerebro Corazdn

Agar Citrato de Simmons

Medio SIM

Bilig de Cerdo

Cloruro de Sodio

Acido Hipirico (sal de sodio)
Ninhidrina

N-N-Dimetil p-fenilendiamina grado II

2.1.3.3. BIOTIPIFICACION.

Agar para prueba D-Nasa (Desoxirribonucleasa)

Agar Mueller Hinton
Caldo Brucella

Agar BRacterioldgico

Fosfato Dibdsico de Sodio (anh)
Fosfato Monobdsico de Potasio (anh)
Metabisulfito de Sodio

Sulfate ferroso 7H20

Piruvato de Sodio

2+1.3.4 SEROLOGIA.

Solucidn de. Acriflavina

Solucidn Salina Isoténica al 0.85%
Bquipo de sueros para la tipificaciédn
bacteriana, Serchac

Equipol de sueros anti coli para prueba
anti~0 y anti-OK [B,L]
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(Merck)

{Bioxdn}
(Bioxdn)
(BioxGn}

(Bioxdn)

{Mexrck)
{Sigma)
{Sigma}
(Marck)

(Bioxdn)
(Merck)
(Giboo)
(Biox&n}
(verck)
(Merck)
(M.Ch.W)
{Merck)
(Stgma)

{Bigaux)

{Behring)



2.1.3.5. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD.
Agar Selectivo para Campylobacter (base)
Suplemento Selectivo para Canpylobacter
Caldo Brucella

Medio Minimo Esencial de Eagle
Desoxicolato de Sodio

Gentamicina

2.1.3.6. CONSERVACION DE CEPAS.
Infusién Cerebro Corazén

Glicerol

2.1,3.7. COLORANTES Y SOLVENTES
Safranina

Verde de Metilo

Giemsa

{Merck)
(Merck)
(Gibco)
(In Vitro)
{Merck)

(Scheramex)

(Merck})

{Merck)

{Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
{Marck)
{Merck)
{Mexck)

24



25

2.2. METODOLOGIA,

2.2.1. AISLAMIENTO.

2.2.1.1. DEC. jejuni y C. coli.

las muestras de materia fecal remitidas al laboratorio, se procesaron si
quiendo la técnica que a continuacidn se describe (Esquema # 1).

Las placas de Campy-BAP se inocularon con las muestras de materia fecal,
las que se diseminaban por estria sobre la superficie de los medios, se incu
baron a 42°C durante 48 horas (siendo @stos la temperatura y tiempo recomenda
dos para el primcaislamiento), en condiciones de microaerofilia, la cual se -
logrd por medio del uso de 1la jarra cen vela,. o bien con el sistema conercial
Anaerocult C.

Para los subcultives de C. jejuni y €. coli, bastd con incubarles a 37°C :
durante 24 horas, en condiciones de microaerofilia.

2.2.1.2. De la familia Entercbacteriaceae y Pseudamonas sp.

Simultfneamente, las muestras de materia fecal se sembrarcn en 10s me~--
medios entéricos tradicicnales {(Agar MacConkey y Agar XIP) para la siembra di:
recta, asi como en los Caldos Tetrationato y Selenito, las placas se incuba--
ron a 37°C durante 24 horas, mientras que los medios liguidos se incubaron a
37°C durante 16 a 18 horas. Después del periodc de incubacidn se realizd el
examen de las placas para la identificacidén morfolégica colonial,

A partir de los medios liguidos de enriquecimiento (Esguema # 1), se hi-
zo una resiembra en los medios -Agar MacConkey, Agar XLD, Agar SS, Agar Verde

Brillante- se incubaron las placas a 37°C durante 24 horas. Despuds del parig

Oy

do @e incubacién se g Aid al de las placas para la identificacién -

morfoldgica de las colonias.
2.2.2. EXAMEN DE LA PLACA.

Después del periodo de incubacién de las placas de Campy-BAP, se proce—— -



Esquema # 1. AISLAMIENTO DE C. jejuni/coli, MIEMBROS DE LA FAMILIA Entercbacteriaceae Y Pseudomonas sp. A-PAR
TIR DE MUESTRAS DE MATERIA FECAL.

MUESTRA
C. jejuni/coli l
SEMBRAR EN CAMPY-RBAP MEDIOS EN PLACA | MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO
42-43°C a 48 h. ’ I
AGAR AGAR CALDO CALDO

XLD TETRATIONATO SELENITO

FROTE DE COLONIAS SOSPECHOSAS
BACILOS GRAM(-), MORFOLOGIA
TIPICA, PBA. OXIDASA(+)
24 h a 37°C

"Presuntivo Campylobacter"

16 - 18 h 37°C

MACCONKEY
PBA, HIDROLISIS DEl HIPURATO
VERDE BRILLANTE
ss
XLD

C. jejuni C. gold
(+) ()
CONFIRMACION DE ESPECIE - PRUEBAS BIOQUIMICAS

TABLA # 3 o
BI‘ i - . SEROLOGIA
TABLA 4 2

9z
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Ai6 a examinarlas, con el fin de seleccionar en base a la morfelogia colonial,
las posibles colonias de C. jejuni o €. coli. las colonias de este microorga-
nismo son no hemoliticas y pueden ser elevadas y redondas con aspecto mucoide
o planas y de color marrdn, generalmente miden de 1 a 2 mm de didmetro y a ve
ces crecen a lo largo de la zona de aislamiento. Se recomienda un examen Tépi
do de las placas, ya gque existen cepas extremadamente sensibles al oxigeno.

2.2.3. TDENTIFICACION PRESUNTLIVA,

Se realizan frotes de las colonias sospechosas de Campylobacter y se co-
lorean con Gram (se recontenda el uso de la solucidn stock de safranina, de -
esta manera se aumenta la posibilidad de observar mis claramente la morfolo
gia de la bacteria). La identificacién positiva se efectud al observar al mi-
croscopio dptico bacilos delgados, Gram negativos, en forma de “S", de alas
de gaviota o en espiral.

2.2.4, IDENTIFICACION BIOQUIMICA,

2.2.4.1. DE C. jejuni y C. coli.

A las colonias sospechosas seleccionadas, se les realiza la prueba de la
oxidasa y de la hidrSlisis del hipurato. Anbas pruebas son positivas para C.
jejuni, mientras que para C. coli, la hidrélisis del hipurato es negativa. Eg
tas pruebas identifican presuntivamente a anbas bacterias.

las pruebas biogquimicas confirmatorias para C. jefjuni v C. ecoli, u-

tilizadas en el pr te trabajo ag 2 on 1a tabla # 3.

2.2.4.2. DE LA FAMILIA Enterobacteriaceae y Pseudomonas sp.

1a identificacién bioquimica de los patbgenos entéricos de la familia En
terobacteriaceae y Pseudomonas sp., 5e¢ hizo en base a las pruebas metabSlicas
tradicionales para estas bacterias. Una vez hecha la identificacién bioquimi-
ca de las cepas de Salmopella, Shigella y E. coli, se hizo la serotipifica——-

cifn para cada una de ellas.



Tabla # 3. REACCIONES BIOQUIMICAS EMPLEADAS EN LA DIFERENCIACION DE LAS ESFECIES DE C. jejuni Y C. coli

ESPECIE REACCION BIOQUIMICA:

OXKIDASA = HIDROLISIS H.S BN ACIDO CEFALOTI ~ CRECIMIENTO EM: CRECIMIENIO A:
DEL HIPURA MEDIO  NALIDIXI NA(30 g)

. o (30 g) NaCl BILIS 25° 37° 43°C
HIERRO 3.5% 1%
C. jejuni + + - sa R® - + - + +
C. coli + - - sa R® - - - +

S3= susceptible R°= resistente

- 82
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2.2.5. BIOTIPIFICACION.

Aisladas e identificadas las cepas de C. jejuni y C. coli, se procedid
a biotipificarlas en base al esquema de biotipos propuesto por el C.D.C. (Ta-
bia # 2). De esta manera se obtuvo el biotipo correspondiente para cada cepa
aislada.

2.2.6. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD.

2.2.6.1. ADHERENCIA A CELULAS Hela Y Hep-2.

Se determinaron la adherencia y la invasividad cono mecanismos de pato——
genicidad de las cepas de C. jejuni y C. coli aislodas. Se probd simultdnea-
mente en dos lineas celulares de mamiferos, en células Heala y Hep-2, siguien-
do la té&cnica descrita por Fauchere y col (modificada) [13].

A. Cbtencién de las c8lulas Hela y Hep-2.

Ambas lineas celulares crecieron rutinariamente en el medic M-199, suple
mentado con suero fetal de ternera al 10%, 200 U.I. de Fenicilina G, 50 micro
gramos de Estreptomicina y 2.5 microgramos de Anfotericina B por ml. Las célg
las se¢ propagaron en botellas de pléstico para cultivo de tejidos, en tuna at-
m3sfera de 5% de 0, aproximadamente, 24 horas antes de la prueba. la monoca
pa celular se tripsinizd y se agregd nuevo medio, la suspencifn resultante -
se dividid en nuevas botellas de cultivo de tejidos. La incubacidén se efectud
a 37°C en atmisfera de €0, al 5%.

Dos horas antes de la prucba la monocapa celular se tripsinizd nuevamen—
te y la suspencifn celular resultante se diluyd con 25 ml de medio Minimo E-=
sencial de Eagle (MEM).

A cada uno de los pozos de una clmara para cultive de telido, se le adi
ciond un mililitro de la suspencidn celular anterior, la eimara se mantuvo a
37°C en condiciones de microaerofilia hasta su uso. De esta manera se obtuvo

una mohocapa celular en cada uno de los pozos para cada linea celular.
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B. Desarrollo de la prueba de Adherencta.

Tas cepas de €, jejuni y C. coli se cultivaron en Caldo Brucella a 37°C
durante 48 horas en condiciones de microacrofilia. Una nuestra de 5 ml del ~
cultivo bacteriano se centrifugd a 3 500 rpm/20 min, el botdn resultante se
resuspendid en MEM y se ajustd la concentracién a 107 o 108 bacterias/nl.

Se probd la viabilidad de la suspencidn bacteriana en Agar Campy-BAP.
Se adiclond a. la monocapa celular un mililitro de la suspencidn bacteriana,
la mezcla se incubd a dos diferentes periodos, 30 minﬁtos y una hora a una -
temperatura de 37°C én condiciones de microaerofilia. En estos perfodos se -
espera que la bacteria se adhiera a las c8lulas eucariotes.

IX 8s de la i bacidn, la monocapa celulay se lavd cuidadosamente 5

veces con MEM. Las células se fijaron con metanol y Giemsa para su observa-—
cidn microscbpica.

El mismo procedimiento se siquid para ambos periodos asi como para -—-———
ambas lincas celulares.

2.2.6.2. INVASIVIDAD A CELULAS Hela Y Hep-2.

la técnica utilizada para determinar la invasividad a las lineas celula
res, es.una continuacidn de la t&cnica empleada para determinar la adheren--
cia, se continda despuds del primer pericdc de incubacidn.

La monocapa celular se lavd cuidadosamente 5 veces con MEM y Se reincu-
bS durante 2 horas en las mismas condicicnes.
: En este periodo las bacterias adheridas invaden a la célula eucariote,-
después de la incubacién la menccapa celular se lavé con cuidado 10 veces —
con MEM.

Para la enumeracién de las bacterias intracelulares viables, el MEM con
tenfa 50 mg de Gentamicina por ml, se adiciond a la monocapa celular despuls

del vltims lavado.
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Pespués de un contacto de 2 horas a 37°C, la monocapa celular se lavd -
cuidadosamente 10 veces con M sin antibidticos y se tratd con desoxicolato
de sodio al 0.5% para lisar las células Hela y Hep-2. El lisado se diluyd a-
propiadamente con Caldo Brucella, scbre la suspencidn resultante se agregd -
Agar Campy-BAP para determinar el niimero de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), las cajas se incubarcn a 37°C durante 24 a 48 horas en candicicnes de
microaecrofilia. Despuds del perfodo de incubacidn se procedié a examinar las
placas, con el fin de observar las colonias de €. jejuni © C. goli que hayan
desarrollado.

La prucha se did como positiva donde se observd desarrollo de colenias
de C. jejuni o C. coll y cano prueba negativa donde no hubo desarrollo.

las cepas controles empleadas fuerons:

Shigella flexneri y E. coli K88 camno controles positivos.

E. coli J 53 como contrél negativo,
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3. RESULTADCS.

burante un afio de investlgacidn que abarcd desde noviesbre de 1986 a oc
tubre de 1987, se procesaron un total de 440 muestras de materia fecal, que
fueron remitidas al laboratorio de Bacteriologia Clinica del Instituto Nacio

nal de Pediatria, para la bOsqueda de Campylobacter jejuni, pero que parale

lamente se p ron para la bisqueda de algin otro patdgeno entérico presen
te en la muestra.

Se obtuvo la siguiente incidencia de la flora normal (Tabla # 4 y Grafi-
ca # 1): E. coli 96.3%, Entercbacter sp. 59.7%, Protcus sp. 58.8%, Proteus -
mirabilis 53.8%, Kiebsiella sp. 51.6%, Citrobacter sp. 37.58, Proteus M——
xis 27.9% y Pseudumonas sp. 30.0%,

En tanto que para las bacterias patdgenas identificadas en base a las —
pruebas bioquimicas tradicicnales para estas enterobacterias, se obtuvo la si
guiente frecuencia: Salmonella sp. 12.7%, Shigella sp. 3.4% y €n base a la —
prueba de la acriflavina se detectaron presuntivamente 14 cepas de E. coli en
tercpatégena gue corresponde al 3.1%

Para las cepas de Salmenella sp. (Grdfica # 2) se determinG que la mayor
incidencia correspondié a los meses de marzo a mayo, siendo mis representati—
vo €l mes de abril en el gue se presentaron 15 aislamientos correspondiéndole
el 26.7% del total. ‘

Con lo que respecta a Shigella sp. (Grifica # 3), se observd una inciden
cia similar durante los meses de abril a octubre, incrmentirﬁose ésta en el
mes de julio, correspondiéndole un 26.6% del total y decreciendo en septiem-—
bre a 0.0%.

En cuanto al aislamiento de E. coli enteropatdgena (Grifica # 4), se ab-
servd un incremento durante el mes de junio con un 35.5% que corresponde a -

5 aislamientos, manteniéndose en los meses de febrero, mayo y octubre con un



ﬁhla # 4. BACTERIAS AISLADAS DE LAS MUESTRAS ENVIADAS AL LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA CLINICA DEL
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Grafica # 1.

BACTERIAS ATSLADAS DE LAS MUESTRAS DE MATERIA FECAL ENVIADAS AL LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA

CLINICA DEL INSTITUTO NMACIONAL DE PEDIATRIA, DURANTE EL PERIODO DE NOVIEMBRE DE 1986 A OCTUBRE DE 1987.
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4. P, mirabilis
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8- P. vilgaris

. Salmonella sp.

10. . jejuni/coli
. Shigella SP.
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Gréfica # 2. CEPAS DE Salmonella sp. AISLADAS DE MUESTRAS DE MATERTA FBECAL DE PACTENTES DEL INSTITUTO NACIQ

NAL DE PEDIATRIA, DURANTE EL PERIODO DE NOVIEMBRE DE 198}6 A OCIUERE DE 1987.
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Grafica # 3. CEPAS DE Shigella _Sp. AISLADAS DE MUESTRAS DE MATERIA FECAL DE PACIENTES DEL INSTTTUTO

NACIONAL DE PEDIATRIA, DURANTE EL PERIODO DE NOVIEMERE DE 1986 A OCIUBRE DE 1987.
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Grafica # 4. CEPAS DE E. coll ENTEROPATOGENA AISLADAS DE MUESTRAS DE MATERIA FECAL DE PACIENTES DEL

INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA, DURANTE EL, PERTODO DE NOVIEMERE DE 1986 A OCTUBRE DE 1987.
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14.2% y decreciendo hacia los meses de enero, marzo ¥ agosto en un 7.1% del
total.

Para lograr la identificacidn final de las bacterias patdgenas aisladas,
se recurriS a las pruebas seroldgicas (reacciones de aglutinacidén en placal,
entre los antigenos de Salmonella, Shigella y E. coli enteropatdgena y los-
respectivos sueros anti-especie.

En base a las pruebas seroldgicas, se determinaron los serogrupos corres
pondientes para las cepas de Salmonella sp. (Tabla # 5), se identificaron 7 -
grupos los que corresponden al B, C.(, cz, C.‘ Y C2, E, Vi, D, de los cuales —-
el que predomind mis fué el serogrupo B con 26 aislamientos y una frecuencia
del 46.4%, siguiéndole el serogrupo C, con 26.8% y el C, con 14.4%.

Para Shigella sp.{(Tabla # 6), se encontrd lo siguiente: con el uso de —
los sueros polivalentes se determind el grupo de Shigella sonnei, al que le -
coresponden 7 aislamientos lo que equivale al 46.7%, al grupo de Shigella ——
flexneri le corresponden 5 aislamientos lo que representa el 33.3% y al grupo
de Shigella boydii solo le corresponden 3 aislamientos lo gue equivale a un -
20.0% del total de cepas aisladas para este género.

Por lo que respecta a lag cepas e E. coli enteropatSgena (Tabla # 7),
se detectaron 3 grupos, que fueron el A, B y C, observando una mayor frecuen-
<ia del grupe A serogrupo O111:K 58 {B4), obteniendo para este serogrupo 6 —
aislamientos lo que equivale a una frecuencia de 42.9%. Para el grupo B, 21 -
serogrupo con mayor incidencia fué el O86: K.61 (B7), con una frecuencia de -~

14.2% finalmente para el grupo C se obtuvo una frecuencia del 17.1%
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Tabla 4 5. IDENTIFICACION SEROLOGICA DE LAS CEPAS DE Salmonella sp. AISLADAS
DE MUESTRAS DE MATERIA FECAL DE PACIENTES DEI, INSTITUTO NACIONAI DE PEDIATRIA,

DURANTE EL PERIODO DE NOVIEMBRE DE 1986 A OCTUERE DE 1987.

SERDGRUPC No. DE FRECUENCIA(% )
. AISLAMIENIOS
B 26 46.4
g 15 ) 26.8
c, 8 14.4
C ¥ G 2 3.6
E 2 6
vi 2 3.6
D 1 ‘1.8

TOTAL 56 100.0
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Tabla # 6. IDENTIFICACION SEROLOGICA DE LAS CEPAS DE Shigella sp. AISLADAS DE
MUESTRAS DE MATERIA FECAL DE PACIENTES DEL INSTITUIO NACIONAL DE PEDIATRIA,

DURANTE EL PERIODO DE NOVIEMERE DE 1986 A OCTUEBRE DE 1987.

SERQGRUPO No. DE FRECUENCIA( %)
ATSLAMIENTOS

S. sonnei 7 46.7

5. flexneri 5 33,3

S. boyats 3 20.0

TOTAL 15 1¢0.0
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Tabla # 7. IDENTIFICACION SEROLOGICA DE LAS CEPAS DE E. coli ENTEROPATOGENA
AISLADAS DE MUESTRAS DE MATERIA FECAL DE PACIENTES DEL INSTITUTO NACIONAL DE
PEDINTRIA, DURANTE EL PERICRO DE NOVIEMERE DE 1986 A OCTUERE DE 1987,

QUED SEROGRUFO No. DE FRECUENCIA(®)
AISLAMIENTOS
A 0111:K 58 (B4} [ 42.9
026 3K 60 (B6) 2 14,2
055 =K 59 (B5) 1 7.1
B 086 K 61 (B7} 2 14.2
0128:K 67 (B12) .
0125:K 70 {B15) 1 7.1
0125:K 70 (B15) 1 .1
c 1 ) 7.1
14 '~ 100.0
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Con el empleo del medio Campy- BAP, incubado a 43°C durante 48 horas y -
en condiciones de microaerofilia, se aislaron e identificaron presuntivamente
18 cepas de Campylobacter, de las cuales 4 de ellas que equivalen al 2?.2% -
del total de aislamientos no pudieron identificarse bioguimicamente, ya que -
no fué posible el subcultivo de estas cepas.

En base a la hidrdlisis del hipurato (Tabla # 8), de las 14 cepas restan
tes, 12 cepas que representan el 66.6% se identificaron como €. jejuni, las -~
2 restantes como C. coli que equivale al 11.13. Complementariamente se reali-
zarcon las pruebas bioquimicas recemendadas para estas bacterias,

En cuanto a los biotipos (Tabla # 9), se consideran 4 para C. jejuni, de
las 12 cepas identificadas como de C. jejuni, sdlo 8 de ellas se identifica-
ron en base a su biotipo, obteniendo solo 2 para estas cepas, los que fueron
el Iy iII, el que se presentd con mayor frecuencia fué el biotipo I. Las 4 ce
pas restantes no se pudieron idéntificar en base a su bilotipo.

Para las cepac de C. coli se identifican solo 2 biotipos, de los gque en

esta investigacidn el que se presentd con mayor frecuencia fué también el bio
tipo I.

En cuanto al aislamiento de C. jejuni (Tabla # 10 y Gréfica # 5), se ob-
tuvo durante los meses de abril a septiembre, siendo abril y junio los de ---
mayor incidencia, obteni@ndese 6 aislamientos poéitivos lo que equivale a —-
33.3% del total de aislamientos para cada mes respectivamente.

En relacién a los aislamientos de las cepas de C. coli, uno fu€ durante
el mes de junio y otro en agosto, lo que representa el 5.5% del total de aié~
lamientos para cada mes respectivamente.

Durante el mes de mayo s¢ observd un decrements en los aislamfentos de -
C. iejuni, lo cual se atribuye a la falta de medio de cultivo para el aisla--

miento de este microorganismo.



Tabla # 8. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LAS CEPAS DE C. jejuni Y C. coli AISLADAS DE PACIENTES DEL INSTITY

10 NACIONAL DE PEDIATRIA, DURANTE EL PERIODO DE NOVIEMBRE DE 1986 A OCIUBRE DE 1987.

REACCION: OXIDASA HIDROLISIS H,S EN  ACIDO CEFALOTT CRECIMIENTO EN: CRECIMIENIO A: ESPECIE:
DEL, HIPURA MEDIOS NALIDIXI  NA(30 g) NaCl BILIS
O ooN {30 g) 3.5% 1% 25° 37° 43°C
CEPA: HIERRO
3 + + - s R - + -+ * C. jejuni
47 + + - s R - + -+ + £. jejuni
63 + + - S R - + -+ + C. jejuni
64 + + - S R - + - o+ + C. jejuni
18 + + - s R - + -+ + C. jejuni
126 + + - s R - + -+ +  C. jejuni
10 + + - s R - + -+ + C. jejuni
11 + + - s R - + - + + C. jejuni
163 + » - s R - + - o+ + €. cold
212 + + - s R - + -+ + C. jejuni
228 + + - s R - - - s +  C.jefuni
22 - . + - - s R - + - L+ + €. cold
174 + + - s R - - -+ +.  C.jejuni
hE:a) . + + - s R - + - T+ + C. je uni

S= susceptible R= resistente

12
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Tabla # 9. BIOTIFOS DE C. jejuni Y C. coli AYSLADOS DEL INSTITUTO NACTONAL
DE PEDIATRIA, DURANTE EL PERIODO DE NOVIEMERE DE 1986 A OCIUERE DE 1987.

REACCION: HIDROLISIS DEL PRUEBA RAPIDA HIDROLISIS BIOTIFO
HIPURATO DE H.S DEL DNA
ESPECIE:
C. jejuni
3 + - + Ix
47 + - - P
63 + - - T
64 + - ) - b4
115 + - - b4
126 *
10 *
11 + - - I
212 *
228 *
174 + ! - - I
191 + - - I
c colt . .
163 - . ) - - I

* Cepas no probadas.
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Tabla # 10. CEPAS DE C. jejuni AISLADAS DURANTE LOS MESES DE NOVIEMBRE DE

NOVIEMERE

DICIEMERE

JUNIO

JULIO

1986 A OCTUBRE DE 1987.

4
8
o-lwmmoo\ocooou
5]

[

FRECUENCIA(%)

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
33.3
6.0
33.3
11.1
16.6
5.5
0.0

100.0
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Con respecto a la variacién estacienal, se encontrd gue en Primavera y -
Verano se aisl® con mayor frecuencia a €. jejuni, observando que de estas dos
estaciones, fd el Verano la que presentd mayor nimere de alslamientos con un
55.6% (Tabla # 11).

De los enteropatdgencs que se alslaron con mayor frecuencia {Tabla # 12)
comparativamente con C. jejuni, se chservd que Salmonella sp. ocupa un lugar
preporderante sobre Shigella sp., E. coli entercpatSgena y C. jejuni.

C. jejuni ocupd el sequndo lugar de entre los entexvpatdgenos aislados,
cabe mencionar que Salmonella sp. se aisld en un 54.3% mientras que C. jejuni
y C. coli lo fueron en un 17.4% de un total de 103 bacterias patSgenas aisla-

das.
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Tabla # 11. INCIDENCIA ESTACTIONAL DE LAS CEPAS DE C. jejuni AISLADAS DURANTE
EL PERIODO DE NOVIEMERE DE 1986 A OCIUERE DE 1987.

ESTACION No. DE AISLAMIENIOS FRECUENCIA (%)
INVIERNO 0 0.0
PRIMAVERA 8 . a4.4
VERANO © 10 55.6
oTOoNO 0 0.0

TOTAL 18 100.0




Tabla # 12. ENTEROPATOGENGS AISLADOS EN EL LABORATORIO DE RACTERTOLOGIA CLINICA DEL INSTITUTO NACICNAL DE
PEDIATRIA, DURANTE EL PERIODO NOVIEMBRE DE 1986 A OCTUERE DE 1987.

FREQUENCIA (%)

PATOGENO No. DE ATSLAMIENTOS
Salmonella sp. 56 54.3
Shigella sp. 15 14.5
E. coli enteropatdgena 14 13.8
C. jejuni y C. coli 18 17.4
TOTAL 103 100.0

o
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Con relacién a la adherencia e invasividad de las cepas de C. jejuni vy
€. coli como mecanismos de patogenicidad,- se probd la adherencia a células —-
Hela y Hep-2 ¢on 5 de las cepas aisladas -47,63,64,228 y 22- de las cuales —-
las cuatro primeras perternecfan a la especie de €. jejuni y la Gltima a la de

C. coli, les resultados que se obtuvieron fueron los sigulentess:

Tabla # 13. ADHERENCIA A CELULAS Hela Y Hep-2.

CEPA 30 min 1 Hora 30 min, 1 Hora
47 - - - -
63 - - - -
64 + - - -

228 - - - -
22 + - -

L1a adherencia se detectd en 2 de las.cinco cepas probadas -64 y 22- sinv
embargo, después de una hora no fu@ detectada. El fendmeno de adherencia solo
se observs en las células Hela, en las czlulas células Hop~2 mo se presentd
“(Fig. #1)- ' ‘

En cuanto a la invasividad se obtuvieron los sSiguientes resultados (Ta—
bla # 14). ta invasividad se observs en 3 de las 5 cepas probadas -64,228 y -
22- la capacidad invasiva se determind por la presencia de colonias en las pla
cas ‘de cultivo camo se puede observar en la figura # 2. El fe_n:’mexn de invasi'

vidad solo se observd en célulés Hela, en las células Hep-2 no se detectd. -
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Tabla # 14. INVASIVIDAD EN CELULAS Hela Y Hep-2.

CEPA HeLa Hep-2
47 - -
63 - -
64 + -

228 + -
22 + -

Cabe mencionar que las cepas 64 y 22 fueron positivas tapto para la adhe
rencia como para la invasividad, mecanismes observados finicamente en células
Hela. V

La cepa 228 que se detectd comd wa cepa invasiva, en ningiin momento mos
tré su capacidad de adherencia. La capacidad de invasividad sdlo se observd -
en cElulas Hela.

S5lo 2 de las 5 cepas probadas de C. jejuni y C. coli, mostraron su ca—

pacidad de adherencia ¢ invasividad a células eucariotes.



FLGURA # 1. F\D!IIH(PZ~ICf}\ DE €. jejuni A CFLULAS Hela, -




FIGURA # 2. INVASIVIDAD DE C. jejuni y C. coli A CELULAS Hela.

€S



Tabla # 15. BACTERIAS ENTEROPATOGENAS AISLADAS DE LAS MUESTRAS DE MATERIA FECAL ENVIADAS AL

LABORATORIO DE BACTFRIOLOGIA CLINICA PARA LA BUSQUEDA DE Campylobacter

PATOGEMO AISLAMIENTO FRECUENCTIA(%)

Salmonella sp. 56 12.8
C. jejuni/coli 18 4.0
Shigella sp. 15 3.5
E. coli enteropatdgena 14 3.2
otros : 76.5
TOTAL 440 100.00 °

rs



55

4, ANALISIS DE RESULTADOS,

Las diarreas representan una de las mayores causas de morbilidad y morta
lidad durante la edad pedidtrica, particularmente en los pafses en desarrollo
donde ocupan el segundo lugar como causas de enfermedad y muerte, muy cerca de
las infeceiones agudas de las vias respiratorias.

Maxico estd dentro de las nacicnes con tasas de mortalidad mis elevadas
en e}l murkio, ¢on respecto a las enfermedades diarreicas [41].

A pesar de los inumerables esfuerzos encaminados a explicar el origen o
etiologia del cnomme grupo de las enfermedades diarreicas por medio de los —
mis diversos mecanismos, el factor infeccioso centinfa siendo el mds importan
te, sin duda por su caricter contagioso.

2Ademis del papel que los microorganismos entercpatégenos cliasicos -V.
cholerae, Shigella, Salmonella, serotipos enteropatfgenos de E. coli y E. his
tolytica- juegan en la etiologia de las diarreas, a lltimas fechas se han in
corporado nuevos agentes entercpatdgenos de importancia mundial, como son los
rotavirus, C. jejuni y las cepas enterotoxigénicas de E. coli.

Son variables los datos que se encuentran en la literatura mexicana, ---
acerca de la distribucién y frecuencia de los distintos grupos de microarga—
nismos involucradoes en la diarrea. En el caso de los mienmbros del génerc Sal-
monella, son capaces de producir cuadros clinicos tanto en el hombre como en
algunos animales, con excepcidn de 5. typhi, se ha referido que su capaci_dad
para producir diarreas es inferior a 1a que ocasiona Shigella, pero a Gltimas
fechas se ha visto un incremento debido a la industrializacién de los produc-
tos alimenticios fabricados y distribuidos en forma masiva. Bn México se en—
cuentra Salmonella en nifios con diarrea aguda entre un 5 a 12% [1]. Notando -
un predominio en nifios con respecto a las nifias, siendo la salmonelosis la en

fermedad reportada en menores de dos anos. En México es endémica, con miximos
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hacia finales de Primavera y durante Verano.

En esta investigacidn del total de las muestras de materia fecal recibi-
das para la bilsqueda de Campylobacter, el género Salmorella se identificd en
un 12,7% del total de bacterias aisladas (Tabla # 4), siendo este género el -
aislado con mayor frecucncia de entre los enteropatégencs identificados, cuya
frecuencin fu@ de 54.3% (Tabla # 2). Del género Salmonella el serogrupo B fué
ol gue se presentd con mayor frecuencia 46.4% de los distintos serogrupos i-
dentificados (Tabla # 5), dato que concuerda con 10 reportado por el Dr. Kuma
te, en wn estudio realizado en el Hospital Infantil de México “Federico Go-—-—
mez', donde Salmonella B se identificd en un 51.3% [13.

La identificacién del serogrupo Vi de Salmonella que corresponde a S. ty-
phi, sdlo pudo identificarse en un 3.6%, dato que es légico encontrar si se -
toma en cuenta que las muestras procesadas provenian de nifios.

Desde el punto de vista estacional, el género Salmonella fué aislado du——
rante casi todo el afio, observando una frecuencia maxima hacia la Primavera y
disminuyendo en Verano (Grafica # 2), lo cual concuerda en parte con lo repor
tado en la literatura [(41].

En el caso de Shigella se ha referido en la literatura que, de los tres
enteropatSgenos clisicos pricipales, ésta se encuentra con mayor frecuencia
y de manera mis uniforme en la mayoxria de los paises. Por lcs datos obtenidos
cn el presente trabajo, se pudo chbsexvar que wl ydnero antes referido ocupd
el tercer lugar en frecuencia (Tabla # 12). En los paises con precarias con-
diciones sanitarias predomina S. flexmerii, pero a medida que estas condicio
nes mejoran va siendo remplazada por S. sonnei, fendmeno epidemioldgieo que
no tiene una explicacidn clara [41).

Como' se puede observar en la Tabla # 6, la especie predominante en este

estudio fué §. somnei, el Dr, Olarte refiere que S. boydii y S. dysenteriae




57

sen menos frecuentes. En este trabajo sblo se pudo aislar a S. boydii en un -
20%, pero nunca se aisld a S. dysenteriae.

Por otro lado, se puede asequrar que en el caso de los pacientes del Ins
tituto Naclonal de Pediatria cque provienen de toda la Repiblica, el aisla---
miento de este género se efectud pricticamente durante ¢asi todo el afio (Gra-
fica # 3), salvo algunos meses donde el aislamiento fué nulo,

A diferencia de lo que ocwre con los miembros del género Shigella y ---
Salmonella, sélo unos cuantos serogrupos de E. coli se consideran patdgenos -
para el nifio. En México, en diversos estudios realizados en diferentes casos
de diarreas, se ha podido aislar casi la totalidad de los serotipos enteropa-
tdgenos de E. coli, con predominio de E. coli 0111, E. coli 0127, E. ool 0126
y E. coli 0142. En el presente trabajo se veporta a E, coli 0111 camo el sero
grupe con mayer frecuencla y a los serogrupos 0126 y 086 con una frecuencia -
mencr pero significativa (Tabla # 7). De lo anterior observamos el predominio
antes referido de E. coli 0111, estos datos son importantes si se toma en ——=
cuenta que en todo nifio menor de dos afios de edad con diarrea aguda y scbre -
todo si es recién nacido, debera de sospecharse la presencia de E. coli ente-
ropatSgena hasta no comprobar lo contrarioc. Sin embargo, en el presente traba
bajodelas 440 muestras sSlo se logrd identificar 14 cepas de E. coli enteropa
toigena. En este rengldn cabe hacer mencidn que la carencia por parte del Inse
tituro de todos los sueros anti-E. goli para detectar la totalidagd de las ce--
pas enteropatdgenas, pudo ser la causa - de la baja frecuencia con-que se deteg
t6 a este patSgeno 3,1% (Tabla # 4). No cobstante, la literatura refiere que -
E. c0li entercpatSgena ocupa el tercer lugar despuds de Salmonella y Shigella
dato que fué corroborado en el presente trabajo si tomamos en cuenta, sdlo a )

- estos tres enteropatdgenos. Por otra parte, a nivel estacional la maxima fre-

cuencia de aislamiento se logrd en Verana.
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Campylobacter, originalmente conocido camo V. fetus, es un bacilo Gram
negativo conocido desde los inicios de este siglo. la importancia de esta --

bacteria permanecid d xida durante ¥

afios, fué hasta 1918 cuando -
se establecid que podia causar abortos esporidicos en el ganado y carneros —
[40). Hasta 1947 fué cuando se reportd el primer caso de infeccién por V. --—
fetus en humano, y en los siguientes 20 afos solo se reportaron 100 casos [3,

28,37,38,39).

Una de las posibles razones por las cuales C. jejuni no se habia rela——
cionado con las enfermedades en humanes, pudo haber sido por las condiciones
especiales que reguiere para su cultivo -un medio selectivo,atmdstera reduci
da de oxigerno y una tewperatura Optima de 42 a 43°C- esto aunado a gue se ha
descrito a C. jejuni como una bacteria que no oxida ni fermenta carbohidra--
tos [2,38,39], dificultaba su aislamiento e identificacidnecon el uso de me--
dios y pruebas bioquimicas tradicionales.

Con el desarrollo de técnicas de cultivo y medios de cultivo selectivos
17,8,10,17), ahora se aisla a C. jejuni de nuestras de materia fecal con ma-
yor frecuencia y en base a prucbhas bioquimicas establecidas de acuerdo a sus
caracteristicas metabdlicas se puede identificar con mayor facilidad.

Estudios realizados en poblaciones infantiles en Europa, Canadd, Austra
lia, Africa y Estados tUnidos, han demostrado que C. jejuni es actualmente un’
importante patdgeno entérico,cuys distribucidn es mundial y que presenta un
range variable dc frecuencia parxa personas Sintomdticas gue en términos lge——
nerales es de 3 a 10% (3,4,5,6,16,35].

La explicacidn a este fendmeno es que, en los paises en desarrollo, la
incidencia de las infecciones por C. jejuni es menor y hay unos pocos porta-
dores; en contraste, éon los paises en vias de desarrollo, donde la inciden-

cia de las infecciones diarreicas por Lampylobacter es mayor, el nimerc de - .
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portadores es superior [5,16]. Este alto niimero de portadores de C. jejuni -
en paises en desarrollo, no se ha explicado, pero puede haber dos posibilida
des que expliquen esta diferencia; baja patogenicidad de las cepas en los —-
palises en desarrollo o temprana inmunizacién da los nifios, debida a un bajo
nivel de higiene en estos paises, permitiendo asi una alta frecuenecia de la
bacteria (16},

En este estudio realizado, C. jejuni se aisld en 18 de 440 muestras de
materia fecal procesadas lo que equivale a un 4.0%. En contraste con el 5.0%
de aislamientos logrado en el Instituto Nacional de la Nutricidn en 1980 [35]

De las cepas aisladas, 12 de ellas se identificaron como C. jejuni, 2 -
como C. ¢oli ¥y el resto, debido a las exigencias en el desarrollo del micro-
organismo, no pudieron idemtificarse.

Se ha reportade en la literatura, que durante €l Verano y Otono es mis
alta la incidencia de C. jejuni que durante la Primavera y el Inviemo [39].
Fn base a los resultados obtenidos (Tabla # 11), se cbserva que la mayoria
da los casos ocurrieron durante la Primavera 44.4% y el Verano 55.6%, no ob-
Servéndose una diferencia estadistica significativa. Los resultados obteni——
dos concuerdan con los de la literatura solo en lo reportado para el Verano,
no asi para la Primavera. Se considera que esto puede deberse a factores far
tuitos que pueden interferir, como serian costumbres alimenticias, de consu-
mo o bien higiénicas, ete [40,41].

Como se observa en la tabla # 15, de las 440 muestras enviadas al labo-
ratorio para la biisqueda de Campylobacter, se detectaron 56 cepas de Salmo--
nella sp. 12.8%, 15 cepas de Shigella sp. 3.5%, 14 cepas de BE. coli enteropa
tdgena 3.2% y 18 cepas de C. jejunifcoli 4.0%, lo cual indica que los sinto
mas de la campylobacteriasis pueden confundirse con los de otros patdgenos -

entéricos, de ahi la necesidad de implementar las técnicas para el cultive e
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identificacidn de C. jejuni/coli en los laboratorios de rutina; de lo contra
rio, este patdgenc pasard desapercibido camo causante de enfermedades entéri
cas, siendo que en otros paises se le ha aislado con igual © mayor frecuen——
cia que los otros tres enteropatdgenos reportados en el presente trabajo [3,
49t

El desarrollo de pruebas de didgnostico ripido para detectar la adheren

cia e invasividad de C. jejuni/coli a lineas celulares, permitid determinar

la ascclacidn de estas dos especies nicamente con oflulas Hela, propiedad
ya estudiada por otros autores [12,42). La adherencia de las bacterias a la
superficie de las células, se chservd unicamente a los 30 minutos, pasado es
te tiempo la asociacidn ya no se detectd,lo cual puede deberse a la destruc-
cidn del citoplasma, cono consecuencia de la invasividad de estos microorga-—
nismos, ya que las cepas que resultaron positivas para la adherencia lo fue-
ron para la invagividad. Cabe hacer notar gque la cepa 228, que se detectd [==]
mo una cepa invasiva, en ningun momento mostrd su capacidad de adherencia; -
sin embargo, al ohservar las placas para evaluar el fendmeno de invasividad
en los cultives de lineas celulares, esta cepa xesultd ser invasiva.
. En cuanto a las células Hep-2 no presentaron alteracidn en su morfolo--
gia ni evidencias de haber sido invadidas, por lo cual, se pucde asegurar —
que la capacidad de adherencia e invasividad de las cepas de C. jejuni y C.

. coli estudiadas solo se detectaron en las cepas 64,228 y 22, en tanto que ~——
las otras dos cepas estudiadas ~47 y 63~ se comprobd que no eran adherentes

ai invasivas.
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CONCLUSTOWES

1.- De las 440 muestras de materia fecal estudiadas, se aislaron 18 ce-
pas de Campylobacter, identificandose bioquimicamente 12 de estas comd €. -—
jejuni y 2 mis de C. goli.

2.~ Para C. jejuni se identificaron 2 biotipes, siendo el mis frecuente
elbiotipo 1. Para las cepas de €. goli el biotipo predominante fué también el

1.

3.- Se observd entre la poblacidn infantil estudiada, que C. jejuni es-
mis frecuente que C. coli.

4.- El aislamiento de C. jeijuni fué mis frecuente durante las &pocas ca
lurosas del afo como son Primavera y Verano.

S.- De entre los patSgenos aislados C. jejuni/coli ocupd el segundo lu-
gar en aislamiento, lo cual demuestra que este microorganismo debe de tomar-
se en cuenta como causante de diarreas entre la poblacidn infantil de México.

6.~ Las miestras de materia fecal que sean ecnviadas al laboratorio de ~
Bacteriologia para coprocultivo, deberdn incluir la biisqueda de Campylobac—-
ter, de lo contrario, este microcrganismo seguird pasando desapercibido o —-
bien el padecimiento se puede atribuir a otro enteropatSgenc.

7.~ La capacidad de adherencia e invasividad se determinaron en dos de-
las cepas probadas, Unicamente en cBlulas Hela, por 1o cual so puede asegu—-—

rar gue poseen los MECANiSMOS necesarios para causar dafio.
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ANEXO

1 AGAR SELECTIVO PARA CAMPYLOBACTER (BASE)

El Agar Selectivo para Campylobacter (Base) es un medioc de cultivo se--
co, presentado en forma de granulo de eficiencia probada. Segin Skirrow, agre
gando junto al Suplemento Selectivo para Campylobacter, 5% de sangre desfibri
nada de carnero, se obtienc un medio completo para el cultivo Sptimo de Campy-
lobacter sp.

Férmula aproximada en gramos por litro:

Mezcla de Peptonas - Proteinas coveeiviecceeccacnnaes-a 210

Electrolitos .......:............-.-..........-‘....... 5.0

Almidon SOMUBLE sevievenceencssan eeees 1.0

BGAC- gAY scteancescatescccnssimcesesascsasaansssaases 13,0
pH final 7.3 + 0.1

Preparacidn:

Se suspenden 40 g. de Agar Selectivo para Campylobacter (Base) en un 1i
tro de agua desmineralizada y se calienta en un bafio marfa con agua hirviendo
o con el chorre de vapor hasta que se haya disuelto totalmente, se distribuye
el medio liguide en matraces de 200 ml. Esterilizar a 121°C (15 1b de presién)
durante 15 minutos. Despuds de esterilizar hacer rotar los matraces y enfriar
a unos 45°C. Para preparar 200 ml de Agar Selectivo para Campylobacter, se ——
agrega al medio de cultivo base todavia én cstado lfguido, un frasco de Suple

- mento Selectivo para Campylobacter disuelto en 2 ml de agua estéril y .10 ml -
de sangre de carmero desfibrinada, se vierte el medioc en cajas de Petri esté-
riles y se deja solidificar a temperatura ambiente. ‘

Se puede conservar el Agar Selective para Campylobacter ya listo para u-
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sar durante un perfodo de por lo menos 3 meses en el refrigerador,

SUPLEMENTO SELECTIVO PARA CAMPYLOBACTER
El Suplemento Selectivo para Campylobacter se usa para suprimir otros mi
croorganismos contaminantes, presentes en abundancia en las muestras de mate-
ria fecal.
La mezcla de los antibiSticos vancomicina, polimixina y trimetoprim, se
presenta en forma liofilizada y almacenindela en frio se puede conservar du-—
rante largo tiempo. Un frasco de Suplemento Selectivo para Campylcbacter es -

suficicnte para preparar 200 ml de Agar Sclectivo paxa Campylobacter.

II PRUERA DE HIDROLISIS DEL HIPURATO

Reactivos:

Sclucién de Hipurato de Sodio al 1%

Solucidn de Ninhidrina en butanol-acetona {1:1)

Procedimiento:

Distribuir 0.4 ml de la splucidn de hipurato de sodic en tubos de 10 X
75 mm, almacenar los tubos a -20°C hasta su uso.

Antes de usar, dejar que los tukos tomen temperatura ambiente y emulsifi
car un indculo de un cultivo de 24 a 48 horas. Mezclar bien e incubar durante
2 horas a 37°C. Al término de la incubacidn, resbalar lentamente por las pars

7 des del tubo 0.2 ml del reactivo de ninhidrina, no mezclar y reincubar duran-
-te 10 wminutos y leer.

Interpretacidn:

La apariciSn de un color pirpura intenso en la mezela de reaccidn, re-—
presenta una reaccidn positiva,

Un color pirpura claro o tenue es indicativo de una reaccién negativa pa
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ra esta prueba.
1IIX PRUEBA RAPIDA DE HZS (MODIFICADA}

£l medio de FPB se prepara coanc sigue:

A, Caldo Brucella sucemcccccersorsrsarrasvanarssrrnareas 2.9 g

NaZPIPO4 {anh}) .. 0.118 g
1(!(2[’04 (@nh) secaecercerccsacancsecannecscscnsanensars 0.023 g
PAJRY ssesssssavssanasssnmasnnssnssssasnasssnssnnssasssn 0a2 0
!120 cecarscecnsacen P Y AL 1 8
Esterilizar durante 15 minutos a 15 lb y enfriac a 45°C.
Prepara las siguientes soluciones por separado en agua destilada y fil-

trar para esterilizar,

Solucién B: Sulfato ferroso 71120 al 10%
Solucidn C: Metabisulfito de sodical 10%
Solucidn Di Piruvato de Sodic al 10%

Preparacién:

Asépticamente adicionar 1 ml de la solucién B a 1 ml de la solucidn ¢, -
megzclar bien y adicionar a 1 ml de la solucidn D. La mezcla anterior se vier-
te a la base del medio A. Ajustar el pH a 7.3. Distribuir asépticamente 3 ml
del medio en tubos de 13 X 100 mm estériles y con tapdnh de rosca. Preparar el
modio cada 2 semanas.

‘Procedimientos: )

Suavemente, suspender un inéculo de un cultivo de 24 horas en la terc.;g
xra parte superior del medio, no mezclar e incubar a 37°C en ‘un bano de agua
durante 2 horas.

Interpretacién:

Una zona negruzca alrededor de la masa bacteriana representa una reace--
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cién positiva que generalmente aparece entye los 30 a 45 minutos de incuba—-
cidn.
Se recomienda usar cultivos de 24 horas, ya que la reproducibilidad con

cultivos de 48 horas o mis es muy pobrch.

IV PRUERA DE HIDROLISIS DEL DNA (MODIFLCADA)

Preparar el Agar para prueba de D-Nasa de acuerdo con las instrucciones -
del fabricante, adicionar 1.35 ml de una solucifn de Verde de metilo al 0.5%
en 100 ml del medio, Esterilizar y distribuir el medio en cajas de Petri estd
riles.

Procedimientos

Inocular en forma circular un irea aproximada de 1 om de diimetro, --
sobre la superficie de una placa con un indcule de cultivo de 24 a 4B horas e
incubar a 37°C en una mezcla de gases recomendada para Campylobacter. Examirar
1a caja diariamente durante 3 a 5 dias.

Interpretacidn:

Una zona con disminusién de color alrededor del ecrecimiento bacteriano
se considera como reaccién positiva. Una zona angosta se considera como una

reaccién dudosa. Se recomienda hacer la lectura contra una luz indirecta.

SOLUCION DE VFRDE DE METILO
" Reactivos:
Verde de Metilo s.ecassscscscsascsssnsscansasssicsscessass 0.5Q
BOUE AESEIIA0A  4ueermeenmreneneurnanenes

« 100 ml
Disolver en agua destilada y lavar 3 a 5 veces con cloroformo hasta que

los lavados disminuyan de color.
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V MEDIO BHI OON GLICEROL
{ CONSERVACION DE CEPAS )
Preparar Calds Infusidn Cerebro y Corazén siquiendo las instruccionas
del fabricante, wa vez preparado adicionar 15 ml de glicerol por cada 100
ml de medio, ya preparado colocar en tubos de 13 % 100 mn con tapdn de rosca
1 ml de la mezela anterior y esterilizar.
Para inocular este medio, tomar un buen indculo del microorganisme a pre
servar y hacer una suspencidn homogénea con el caldo, tapar los tubos, etique

tarlos y almacenar a -70°C, a esta temperatura se conservan por tiempo indefi-
nido.
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