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OBJETI.VOS 

1 .- Dfil'ERMINAR LA PRESENCIA DE Clmpylobacter ieiuni EN HECES OBTENIDAS -

DE NIÑOS. 

2. - IDENI'IFICAR BICCUIMICAMENI'E Y DEI'ERMINAR EL BiarrFO PRElXl>\INANTE --­

DE IJ\S CEPAS AISLADAS. 

3 .-· DEI'ERMINAR U\ FREX:.UENCIA DE campylobacter j!!.:h!!:!i c:::ct1 RESPJ:rIO A -­

amos PA'I\'.XiElllOS Elfi'ElUCDS. 

4.- ES'lUDIAR IDS MEX:ANISMJS DE AOHmU!NCIA E Il'NASIVIDAD DE LAS CEPAS --­

AISLADAS EN BASE A UN MJDElD EXPERIMEin'AL. 



A finales de la década de los SO' s, los estudios de El!:zabeth King acer­

ca de las infecciooes p::ir y. fe tus, hicieron sospechar que otra bacteria s~ 

jante a este ~ también atacaba al hcmbre aunque el cuadro clínico era d!. 

ferente, las manifestaciones predc:minantes eran diarrea y gastrcenteritis. -­

Una vez establ.ecido el género campylobacter, esta nueva bacteria rC?Cibi6 el -

nanbre de campylobacter jejuni. De igual fom se e.stableci6 que las especies 

g .. ~ y c. l.aridis eran causantes de diarreas, aunque aparentemente en me­

nor frecuencia. 

Las infecciones p::>r ~- jejuni tienen unperíodode incubaci6n que genera.1, 

mente varia entre uno y siete días, tanto el perÍOO.o de incubación c:aro la -

gravedad del padecimiento dependen de la magnitud de la dosis infecciosa ing!!. 

rida, así ccm::> de la virulencia del microorganisroc> y la resistencia especifi­

ca del huesped. 

La difucultad en el aislamiento e identificación de las diferentes espe­

cies de Campyl.obacter, ya que son micrcx:>rganisrros de crecimiento lento, que -

además requieren de medios de cultivo y condiciones especiales de incubaci6n, 

retacdaron el. estudio de su epidemiología y patcgénesis. En la actualidad es­

te problema se ha superado, lo cua1 ha permitido derrostrar que !:.- jejuni re-­

presenta una de las causas de diarrea más importantes tanto en los países --­

industrializados corro en los del Tercer Mundo .. En estudios recientes se ha -

considerado a ,g. ieiuni cano uno de los principales pat6;enos entéricos en -

humanos, aisl.ado tan frecuente cerro Salmnella o Shigella, particularmente en 

niñoss 

Debido a qua México está catalogado ccm:> un país con alto Índice de mor­

talidad y mc:trbilidad, causados p::>r las infecciones intestinales, es de vital 



interés determinar la frecuencia de !,;;_. ~.!!!!!_, c::x::rro causante de enfenroda.des 

entéricas entre la población infantil de nuestro país. 



1.-~. 

La especie campylobilcter fetus (~ ~l, se cono:::ió entre los ve­

terinarios cctr0 el agente causal do abortos infecciosos del ganado y de las 

ovejas, otros miembros del género se asociarOn con enfenredades de animales 

dcmésticos, incluyendo la enteritis en cachorros de perros, gatos, cerdos, -

etc. 

King fué la primera en nstudiar a fondo las cepas de Campylobacte.r ais­

ladas de humanos, observó que algunas de estas formaban el grupo clásico, 

otras formaban uno similar, pero se distinguían de las del grup:? clásico -­

por crecer a una temperatura p:ico usual. Todas las cepas ascx::iadas a (?flteri­

tis aguda crecián entre 42 y 43ªC, por lo que las llarró "vibrios rel.aciona--

dos" (37]. 

El término Carnpylobacter (del griego, bacilo curvo), fué propuesto por 

Sebald y Veron en 1963 cc::mo un ncrnbre genérico para nembrar a los ~Jibrios -­

microaerófilos y difei:enciarlos del gru¡::o del c6lera clásico. 

La taxonc:mía de estos Qunpylobacter term6filos, se baGÓ en un núroc>ro l..!:_ 

mitado de características fenotípicas, que causaron gran controversia. 

Veron y Olatelain consideraron en un principio dos especies, ~-­

~ jeiuni. y Campylobactar coli. Dl la 90 edición del Manual de Bactedo­

logfa Determinativa de Bergey (39], Sm:ibert incluyó , a estas especies en -­

una sola subespt:e~e clazificándola ceno Cinpylobacte.r fetus subsp. 1eiuni­

En las Listas Aprobadas de Ncirnbres de Bacterias, Skerman adoptó 1a ncmencle_ 

tura de Veron y Olatelain. Más recientemente Sk.irrow y Benjamin, proPJSie-­

ron que el grupo se dividiera en g .. je:)uni biotipo 1, g. jejuni biotip:> 2,. 

c.;. ~ y campylobacter térmfilos resistentes a1 ácido nalid!xico (~), 

de acuerdo a su sensibilidad a este ácido (37). 



Da acuerdo a la clasificaci6n de Veron y Olatelain, se establece que el 

microorganisiro en estudio se clasifica taxonánicamente de la siguiente mane--

ra: 

FAMILIA: Spirilaceae 

GENrnO : campyloba.cter 

ESPOCIE: jejuni 

f:· jejuni, inicial.mente conocido cerro y. ~' se clasificó dentro de 

la familia Vib~, debido a su rrorfolog!a .. 1\unque el género~­

!S.!:: se diferencía del género .Y!!rr!g, en base a que las especies del género -

Vibrio tienen un contenido de G + e de 46 a 47 rroli, son anaerobios facultat! 

vos y ferrrentadores con prcducción de ácidos ccm:> productos finales .. Sin --­

emOO.rgo, los miembros del género campylol::a.cter son microaerófilos, no fenren­

tan ni oxidan carbohidratos y su can¡x:isición de G + e es de 30 a 35 mol'I [Ja, 

39 J. 

1 .. 2. IMPORTANCIA CLINICA. 

Recientemente se ha identificado a S.· ieiuni C"Cm:> un importante agente -

patóc;eno, causante de enfermedades entéricas en el humano, se le ha asociado 

con aoortos en el ganado y cano patógeno entérico en los animales d<::rl'iésti~. 

Adem5s de los padecimientos entéricos asociados a f.. ic1uni, se le Eict -

relacionado con meningitis, colecistitis, infecciones de las v!as urinarias, 

artritis séptica, aOOrtos e inclusive con el síndrane de Reiter l2B,38, 42] .. 

f.· ieiuni infecta a la gente de cualquier edad, ¡:ero es más frecuente -

diagnosticarlo en niños que en adultos. Las personas debilitadas o inrnunosu-­

primidas son las más ccmúnmente infectadas, se establece en el tracto intcst.!. 

nal del hombre, aves, perros, gatos, OOrregos y del ganado en general, pero -

puede ser flora normal del tracto intestinal de animales jóvenes. 

El aislamiento de f.• jejuni es equivalente al núrrero de aislamientos de 



Salm:lnella pero excede a los de Shiqella [ 3, 5, 41 l 

La transmisión es a través de alimentos, generalmente de origen animal, 

ccm:> son: la leche cruda, mal hervida o no pasteurizada, o bien por agua -

contaminada. Aunque se ha derrnstrado la transmisi6n directa de hanbre a haa-­

bre por vía fecal-oral, apar~tementc la inmensa mayoría de estas infecciones, 

en particular los brotru; epidémicos, se originan gracias al consumo de leche 

cruda, carne mal cocida de pollo u otros animales, etc. 

Estudios recientes h.":m de:rrostrado que .f.. 1eiuni se distribuye mundial..rre!! 

te, pero es m.5.s frecuente aislarlo de países sul:::dcsarrol 1.ados que de países -

industrializados, su incidencia estacional es m3.S elevada en ve.rano y otoño -

que en invierno y primavera [ 3,4, 16, J 

1 • 2. 1 • MANIFESTACIONES CLINICAS .. 

E• ieiuni se localiza genera.l.trente en el yeyuno. Una vez establecido el 

micrCXJrganisrro en el tracto intestinal humano, el período de incubación es -

variable, pero generalmente es de uno a siete días y la diarrea es el rasgo -

m.is característico de la enfermedad, aunque también se presentan dolor ab:io-­

minal, fiebre y en algunas ocasiones náuseas y vé.mito. 

I.a presencia de sangre en las heces es generalmente después de dos a ~ 

tro días de haberse iniciado el padecimiento. la duración total de la enfer-­

medad es de menos de una semana, pero la excreción del microorganiS10C> puede -

durar de dos semanas a tres meses en pacientes que no son tratados con anti­

bióticos. 

No todas las personas expuestas a .f. jejuni desarrollan la enfermedad, -

ya que se tienen que considerar la susceptibilidad dal individuo al microorg~ 

nisrro o bien la re la ti va virulencia de la cepa.. 

Estudios epidemiológicos recientes han rrostrado que se necesitan alred~ 

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



1.3. DESCRIPCIOO GENmAL. 

El género Cameylobacter incluye ba.cterias curvas o espiriladas Gram-n~~ 

tivas que miden 0.2 - O.~ m de ancho ¡x>r 0.5 - S)Am de largo. Los bacilos 

tienen una apariencia de "s" o de alas de gaviota cuando dos o más células -

forman cadenas cortas, no son csp:>rulados, crecen en medios de pU alcalino --

(pH 8.5 - 9.0). Las células de cultivos viejos o cuando las condiciones no --

son favorables se presentan en forma cocoidc o esférica. 

Las células presentan una rreribrana polar multilaminar en arnOOs extrerros 

y se lOC"aliza dch1jo de la membrana citoplasmática, los extrctros de la célu-

la son generalmente puntiagudos, son m:Sviles, con un movimiento característi-

co de "sacacorcho" debido a un flagelo polar localizado en uno o ambos extre-

rros de la célula, aunque ocasionalmente se han descrito cepas inm:5viles [42]. 

El flagelo puede medir de dos a tres veces el tamaño de la célula. 

Son microarófilos, requieren de una concentraci6n de oxígeno entre 3 a -

15% y una concentración de 3 a 5% de co2 • Ocasionalmente se han descrito ce­

pas capaces de c~ bajo condiciones aerobias ( 20% o2 ) • Algunas especies -

sólo crecen en condiciones anaerobias, en presencia de formato y fumara to o 

bien oxígeno y fuma.rato en el medio de cultivo. 

Son quimiorganótrofos, no fermentan ni oxidan azúcares, no so,, prcx::lucto­

res de ácidos. La energía generalmente la obtienen a partir de aminoácidos -

-glutamato y aspartat:o- o bien de intcrmcdi.:irios u~1 clclo del ácido tricar--

.box.ílico ('JCA) y no de carbohidratos. Ia gelatina y la urea no son hidroliza-

dos .. Son rojo de metilo y Vogel- Proskauer negativos, no son productores de -

pigmentos, ni tienen actividad de lipa.sa. 

Tienen actividad de oxidasa, superoxidasa-dismutasa y algunas especies 

son catalasa positiva .. Las especies ~· ~, f.. jejuni y f. coli son catala­

sa positivas y son las especies asociadas a enferroodades en el hanbre y ~ 



les (2,18,19,33] .. 

La nayoría de los miembros del género Campylobacter crecen entre 25 -

37"C, pero solo .f. .. jejuni y ~. ~ se aislan a temperaturas entre 42 - 43"C 

pero no a 25°c. 

1 .4 .. MEDIOS DE a;r.:rrvo. 

Ios medios de cultivo selectivos más ampliamente usados para el aisla--­

miento de~· jejuni y s¿ .. S2!.!. a partir de materia fecal, se ccmponen 00.sica-­

mente de un medio base, sangre y una mezcla de antibióticos .. Varios investig!!_ 

dores han usado diferentes rrcdios basales, Skirrow crupleó para su medio el -­

Agar Base de S.mgre NO 2 y lo adicionó con 5 - 7% de sangre Usada de caba--­

llo, vanconic!na (10 trg/l), ¡xilimixina ( 2 500 U/l) y trimetoprim (5 mg/l) .. 

Butzler empleó el Agar Tioglicolato y lo adicionó con 15% de sangre desfibri­

nada de carnero, bacitracina (2 500 U/l), ciclohex.i:mida (50 fn3'/l), sulfato de 

colistin (10 000 U/l), cefaiolina (15 mg/l) y novobiocina (5 rrg/l). Blaser -

empleó la base de lv:]ar Brucella y le agregó 1 0% de aangre dcsfibrinada de --­

carnero, vanc:cmicina (10 fn3'/l), trirnetoprirn {S rrg/l), polimixina B (2 m;J/l) .. 

I..ander y Gil emplearon cano roodio selectivo y de enriquecimiento el Caldo I!! 

fusión de Carne de Ternera adicionado de 7% de sangre Usada de caballo y fi­

na.Imznte Preston utilizó el caldo Nutritivo NO 2 solidificado con Agar Nueva 

Zelanda, adicionado de 5% de sangre lisada de caballo.[2,7,B,17,28,31,38,39] .. 

El medio más ampli~te utilizado cz el formula.clo µ:.ir Blaser, conocido 

también cano campy-Bl\P .. Este autor desarrolló también un método de enriqueci­

miento frío, el medio base empleado es el Caldo de Tioglicolato, el cual se -

ccmplementa con la mezcla de antibiótico antes rrencionada, el medio se conoce 

caro Caldo Campy-thio, cuyo uso se ha descrito ampliamente [34,36,43). 

comúnmente, estos medios de cultivo presentan el problana de crecimiento 

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



de f:. je1uni y f. f2ll. Los contaminantes aislados con mayor frecuencia son -

los miembros de la familia Entercbacteriaceae, Pseudononas ~· , StreptOCO'::­

~ .!!12. , y algunas levaduras. 

El uso de la sangre en estos tredios de cultivo representa ciertas desvC!l 

tajas, es muy fácil que se contamine, es cara, cliffcil de conseguir y además 

de que se le desconoce su función ex.acta en los medios de cultivo, lo que ha 

l. levado a dcsarrol lar rredios de cultivo libres de sangre. 

Bolton desarrolló un medio de cultivo oelectivo para C..-urtgiloblcter, 

el que sustituyó a la sangre p:ir una nezcla de co;npuestos que fueron; sulfato 

ferroso y piruvato de sOOio (O-P), lo que demostró ser un excelente sustituto 

de la sangre, ya que desarrollaron en él la mayoría de las cepas de ~­

~probadas. Al medio base se le adicionÓ cefaperazona, un antibiótico -­

que teóricanente es un eficiente supresor de los miembros de la familia ~­

rob3.cteriaceae y Pseudcnonn.s { 23] • 

Reportes recientes han descrito un nuevo suplemento, que es una nezcla -

de sulfato ferroso, metabisulfito de sOOio y piruvato de sodio (FBPl. OJ.ando 

se adiciona al Agar Brucella, eleva la aerotolerancia y el crecimiento de --­

Campylobacter {8,11,23]. 

1.5. R&PERilUENIOS NU'UUCICX'IALES Y DE OXIGElU. 

Los requerimientos nutricionales de f. ieiuni pueden re$1.l!t\Írse en los s!. 

guientes aspectos: no oxida, fermenta carbohid.ratos, fosforila, no transporta 

glucosa; ax.ida al citralo, cls accnitato, isocitrato, alfa-cetoglutarato, SU.E. 

cinato, fumarato, malato y oxalacetato .. Presenta un metabolism:1 respiratorio, 

su energi'.a ¡nra el crecimiento proviene del ciclo del ácido tricarbox!lico y 

de algunos aminoácido'S tales co:ro el glut:arrato y el aspartata que son deami"2. 

dos en alfa-cetoglutarrato y oxalacetato. Crece en un medio definido de amins?. 

ácidos Y vitaminas [2,38] .. 



La roa.yoda de las cepJs de Campylobacter crecen en una. concrmtración de· 

3 - 15% de o2 y de 3 - 5% de 002 • f.. 1eiuni utiliza al oxígeno ccm::i un acep­

tar f~nal de electrones y al H2 cano un donador de electrones. 

La naturaleza microaerofílica de f.· ieiuni parecía ser inC'QT!Patible con 

el padecimiento de la enteritis. Sin embargo, se estableció que el lllltk?11 in­

testinal, es alt.:urente anaerobio,lo cual podr!a ser un uedio hostil para un -

microorganisrro que depende del oxígeno para su metabolisrro respiratorio. Aun­

que probablerentc f.. jeiuni se multiplica en la mucosa intestin.:ll, puede te­

ner acceso al o 2 , ya que éste lo suministran las células del tejido de la mu­

cosa y el u2 lo pre.duce la flora anaerobia del intestino. o:::m:> f.. iciuni tie­

ne actividad de hidrogenasa, el H
2 

puede servir coro una fuente excelente de 

energía para la respiración durante la pato.génesis f24 J 

La pJ:Oducción de ox!geno durante el roetal:x:>lisrro celular o durante la ---

autoo>tidación u oxidación fotoquímica en el medio ambiente, genera una varíe-

dad de deriw:idos tóxicos de hidró:leno. Estos derivados tóxicos se generan en 

los medios de cultivo cuando se exponen a la luz y al o2 produciéndose radi~ 

les de alta energía, tales ccxro superóxidos y peróxidos por rcducci6n fotoqu.!_ 

mica del medio, estos radicales inhiben el crecimiento de f. ~ an el me­

dio de cul.tivo; o bien poeden proclucirse p::>r los microorganiSTOz y secretarse 

al mismo medio de cultivo. 

Los rnicroorganisrn::>s han desarrollado varias enzimas defensivas pm:a PJ:2 

tegerse de los derivados tóxicos. Las enzimas que destruyen B.1 11
2

0
2 

son la -

catalasa y peroxidasa, la superoxido-dismutasa destruye a los radicales SU'fE':f. 

oxidas (O-) (20). 
2 

Otras sustancias cano el manito! y la histidina pueden reprimir lu. fo~ 

ci6n de los radicales hidroxilo COECJ • La canbinaci6n de estos agentes en los 

medios de cultivo aumentan la aerotoleracia de la bacteria. 



Cu.ardo al Agar Brucella se le adiciona el suplemento (FBP) , -

sólo se previene la toxicidad del madio ambiente contra ~ 

~ jeJuni , sioo que se aumenta también la aerotoleranc::ia al --

O>Úgen::> , cuando el micrcorganisno se inocula en el medio de culti-­

vo. Esto se debe a la acción conjunta del hierra y del rnotabisulfi-

to , que actúan en una forma no cnzim..3.tíca destruyendo a los radice_ 

les superóxidos , Por otro lado el piruvato destruye al peróxido de 

hidrÓgeno presente en el rrcdio de cultivo • La tox.icid<.ld da los 

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

más efcct.ivamente la 5angre de: c.:i.bal lo • 

1.6 MSLA1füENI'O E IOEifl"IPICACIOO • 

1.6. 1 RESERVORIOS. 

Se ha dcm::lstrado que Campylobacter jejuni puede mul.tiplicarse -

en bilis humana a 37 ºe y sobrevivir en ella durante 2 meses, lo -

misrto se ha dcmPstrado en medios ácidos con pU mayores de 3 .6 • 

Carnpylobacter 1e1uni sobrevive en heces, lC?Che, agua y orinn --­

conservados a 4 ° e, siendo que esta bacteria estuvo en tredios a -

25 ºc. ta viabilidad máxima se observó a 4 ºe durante 3 semanas 

las heces y la leche, 4 scnanas an el agua y 5 semanas en la orina • es­

to sugiere que c:uando f.· jejuni o::mtam.ina estos medios,. funcionan cerno -

reservorios. 

Las infecciones por f.~ jejuni son en realidad una zconosis, ya que 

los reservorios principales están constituidos por diversas especies de 

aninales danésticos, caro pollos, pavos, bovinOs, etc., Aunque estos no~ 



tán bien deli.mitados, se sugiere que los cachorros de animales dcrnésticos -

pueden ser los vectores pa.ra la infección humana, especialmente las crías -­

con diarrea que son las más frecuentemente infectadas [X>r esta bacteria .. 

Wr; individuos que padC!Cen de enteritis causada p:>r campylobacter y que 

no se han tratado, pueden excretar al microorgani:::mo en sus heccn durante v_e 

rias semanas .. Estos individuos representan un reservorio y una vía de trans­

misión para el misero hanbre .. 

Aunque f:· jejuni se ha aislado de la vagina esto no indica que sea flo­

ra normal de ella, pero sí representa una vía de transmisión de lü vagina ~ 

terna al feto, aunque es poco prob3.blc que sea una forma común de infección 

humana [4,6] .. 

1 .. 6 .. 2. REC'OLECCIO~ DE !.A MUESI'RA .. 

Las muestras tcmaclas con hisop::>s del recto, se recolectan de pacientes 

profcrcntcmC!nte con diarrea, ya que excretan a f· jejuni por medio de éstas .. 

Se reconienda que los especímenes se inoculen en el medio selectivo lo más -

pronto posible, o por lo rrenos antes de las 2 horas de haberse tomado las -

muestras, de no ser posible se recomienda e1 uso de medios de transp:irte (34, 

36,431. 

El transporte y almacenamiento de las muestras no son general.rrente un -­

problema, pues se ha dcrrostrado que este microorganism:::>permanece viable en -

las heces a temparatura ambiente durante 3 días y por lo menos durante 3 se­

manas a 4ºC .. 

1 .. 6.3. INCXIJLACIOO DEL MEDIO Y CXXIDICIONES DE a.JLTIVO. 

E1 medio puede inocularse directamente con las muestras tcmadas del -­

recto con hisopos o bien con las muestras fecales sobre el medio selectivo 

campy-BAP. Las muestras diarreicas se inoculan con 3 a 5 gotas sobre e1 me-­

dio de cultivo, se estr.!an para aislamiento e incuban. Eh las muestras sóli-
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das se usa un hisop:> para tonar muestras de to:la. el área de las heces y, si 

se presontan, de las áreas con ITPCO y/o sangre, se estrían para aislamiento 

y se incuban. 

tas cajas ino::uladas se incuban entre 42 - 43ºC durante 24 a 48 horas, 

en una atmóofera do microaerofHja. 

La alta temperatura empleada para ol aislamiento do _Q. jejuni, inhi~ -

el desarrollo de la flora normal, pero favorece el crecimiento de los~­

lobacter tcnn5filos. 

Las condiciones atmosféricas par.:i el crecimiento de f.. ieiuni se pueden 

obten~r [X)r diversos métodos. En la actualidad las jarras de anaerobio.sis son 

los sistemas más utiliu:idos, ya que son excelentes métOOos en los cuales se 

logran las condiciones microaerofilas necesarias para el aislamiento de di--

versos microorganism:is del ti¡x> do f. ieiuni. otro sistema utilizado amplia­

mente para el mismo propósito, es el de la jarra con VBla. E.<;te sistcnn pro--

vee de una atm.5sfera que contiene aproximndamente 17 a 19% de o 2 y de 2 a 3% 

de ro2 .. Aunque esta atmósfera no es ideal para el crecimiento de algunas ce­

pas de carnpylobacter, se usa para el aislamiento des_ .. jejuni .. Algunos inve_2. 

tigadores han den-ostrado que cuando la jarra con vela se incuba entre 42 -

43°C, la atm5sfera qu"l se pro.:foce es adecuada para el aislamiento de !:• j~-

1!!!:!!1 pero ~sto n~ ~uccdc cu.:indo s~ lm .. "Uba a 37"C ya que el aislarnineto de-­

crece (25,28,44] .. 

Aunque existen otros métodos canerciales que permiten obtener las cond.!_ 

cienes atmosféricas Óptimas para el crecimiento de esta OOcteria, éstos de-

ben de ser seleccionados en base al tamaño, cantidad de trabajo y presupues­

to de cada laboratorio. 

1 .6 .. 4 .. EXAMEN DE LA PL.1CA. 

El examen de la placa se recomienda que se efectúe a las 24, 48 y 72 ho-
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ras, aunque es aconsejable que se realice únicamente a las 48 y 72 horas. 

L:Ls colonias de f.· ieiuni "SOn no herrclít;.icas, ligeramente anaranjadas a 

color marrón, planas con bordes irregulares y de aspecto húmedo o bien redO!!, 

das, elevadas y de aspecto mucoide. Miden de 1 a 2 rrm de diáioc?tro y a veces 

se extienden a lo largo de la zona de aislamiento. 

La identificación de las colonias sos~chosas debe de hacerse en base -

a las siguientes pruebas: novilidad y rrorfolc:qía, por observación en micros­

copio de campo obscuro o contraste de fase, oxidasa y tinci6n de Gram; si la 

preparación de contraste muestra la caracter!stica movilidad de salto y/o -

si en la tinción de Gram se observan bacilos curvos Gr;;un negativos y si la -

prueba de la oxidasa es p::>sitiva, se idcntific...:i presuntivamente a f. iejuni 

o f- .s2li-
1 • 7. IDENI'IFICACIOO BIOCUIMICA. 

I.as especies de campylobacter asociadas a las infecciones en humanos en 

base a sus características bioquímicas, se pueden dividir en grup:is, de a-­

cuerdo a su tcrope.ratura de crecimiento, los Campylobacb~r termófilos que -

crecen Óptimamente de 42 - 43°C pero que no lo hacen a 25°C son: f· ieiuni, 

f· coli y .f.· laridis. 

La resistencia al ácido nalidÍXico, se usa generalmente para distinguir 

a f. .. ~ de f.. ieiuni y .f. .. ~ .. La única prueba que hay para distinguir 

a f: .. jeiuni de f: .. coli es la prueba de hidrÓlisis del hipurato, éste último 

la da negativa, ya que no hidroliza al hipurato. 

Las reacciones que identifican a f· iejuni se enlistan a continuación 

[2,26 ,28,39 1: 

CARACI'ERISTICA: 

* Crecimiento: 

25ºC 



Cl\RJ\CTERISl'ICA 

37ºC 

42ºC 

1 % de Glicina 

1% de Bilis 

3.S'i. de NaCl 

* Reacción Bioquímica: 

Oxidasa 

Catalasa 

Glucosa 

Reducción de Nitratos 

Reducción de Nitritos 

"2_S en TSI 

H
2
s en papel acetato 

Hidról.isis del hipurato 

* otras pruebas: 

Resistencia al ácido nalidÍxico 

Resistencia a la cefalotina 

1 • 8. BIOI'IPIFICACION. 

12 

E1 creciente interés en las cepas de c.ampyloblctcr aisladas de humanos 

y consideradas cerno patógenas, hn tt'OStrado la necesidad de realizar pruebas 

adicionales en los lab:::iratorios clínicos que puedan usarse para diferenciaE_ 

las. Dentro de este género f.• ieiunl es la es~1e aislada en mayor frecu~ 

cia y considerada ccmo paté:qcna para el humano, por lo que se h'l. visto la n,.!! 

cesidad de tener un esquema de biotipos propio para este microorganisrro. 

Hazvey observó que la mayoría de las cepas de .f. iejuni hidrolizaban al 
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hipurato, mientras que las demás especies no lo hacían, él sugirió que las q:, 

pas hipo.rato negativas, rE:>presentaban un biotipo diferente dentro de la es~ 

cie. $ni..bert previamente había notado que algunas cepas d~ s:_. jejuni prc:rlu­

c!an una fosfatasa alcalina, otras una aril-sulfatasa y algunas otras hidro­

lizaban el I:tUI. .. En b:1.se a la ccmp::lSición de grasas celulares de S:• ieiuni. y 

otros Campylobacter, se estableció que f.. jejuni contenía. ácido ciclopro¡;:.ano 

c 19 , el cual no estaba: presente en otras especies. Berbcz't {19) propuso un -

esquema de biotipos, en base a dos de las pruebas antes mencionadas y adicig_ 

nó la prueba r.;iQ crecimiento en [l.gar Carbón y Levadura (CYE). Las prucl::us big_ 

qu!micas, más prácticas y reproducibles para la difer~iación de las cepes 

da f .. jejuni fueron: la hidr6Usis del hlpurato, del r:tU\ y el crecimiento en 

Agar C'fE, la C'O'nbinación de los posibles resultados de estas pruebas dió or! 

gen a1 sistema de biotii:os de Herbert. en el cual se establecen a biotipos -

para las cep::is ae f~ jejuni (Tabla # l ) . 

Tabla ff 1. ESQ..JEMAS DE BIOl'IPOS PJ\RA ~- 1eiuni [ 19] 

PRUEBAS: 

HIDROLISIS DEL HIPURATO 

HIOROLISIS DEL. DNA 

CRECIMIENTO rn 1\GAR CYE 

BICfI'IFOS: 

Skirr!;M Y Benjamín propusieran un esque'<la de biotipos basado en la hi-
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drólisis de hipurato y la prucbu rápida de H2S CXJfl la cual re...-onocen a .f.· -

1e1uni ccm::i un rnicroorganism? con cap..,cldad para hidrolh.ar el hipurato y a 

.f.. EQ!f. o:xro un micro::Jrganisnn incap.3.z do hacC?rlo. La prueba rápida de tt2 s -

originó la subdivisión de f. .. jejuni en 2 biotipos y fué también útil para -

distinguir un cuarto grupo el de los Campylobacter term?filos resistentes al 

ácido nalidíxico (NJ\P.TC'), para los cuales se propuso el ncrtlbre de f.. ~-

Recientemente el Centro de O:::mtrol para las EnfcrmcdadQS CC.D .. C), ~ 

so un esqucrna de biotip:::¡.s basado en las pruebas de hidróllsis cfol hipurato, 

del DN..\ y l<l prueba rápida. de u 2s, en lu cual solo se diferencian 4 biotipos 

para f'.. jejuni, 2 para f.. ~y 2 más prcora f.. ~ {Tabla H 2). 

PRUEBAS: 

HIDROLISIS DEL fIIPUAA'IO 

PRUEBA RAPIDA DE H2s 

HIDROLISIS DE:L 00A 

DI O T r POS: 

~- jejuni 

II III lV II rr 

Los esqu('!T1as de serotipificación y los estudios se.rológicos involucran 

la identificación de antígenos canunes .que puedan utilizarse en las pruebas 

dia911Ósticas y que determinen la presencia de microorganismos en las nnles-­

tras biológicas y la presencia de anticuerpos en el suero de pacientes inf~ 
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Recientemente se hañ desarrollado diversos rrétodos para scrotipificar 

las cepas do f· jejuni y f.· ~ los métcx1os más ccmúnmcmte utilizados son -

el métcdo de Penner y el método de Lior. El primero se basa en la presencia 

de un antígeno term:iestable, la técnica para determinar t::!Ste antígeno es una 

hemaglutinación pasiva [16,29,JOJ. El segundo método involucra a los antíge­

nos terrrolábilP-S y la técnica empleada cs una aglutin.:ición y absorci6n de ª.!! 

ticuerp::is [21,27). 

En el métcdo de Penner no se requieren los anticuerpos absorbidos, SiCf!. 

do éste el m'.'is fácil de implemmtar, el méto::lo de Líor es simple de efectuar 

y da resultados más rápidos gue el de Penner, éste Último tiene el problema 

de que los cultivos reaccionan con múltiples antisueros; sin embargo, esto -

no suce:::J:e en el métOO.o de Liar. Ambos métcdos son igualmcnete útiles para SE:_ 

rotipificar las cepas de ~- ieiuni y ~- E!.i en brotes epidémicos y de grup:J. 

El diagnóstico scrológico se reccmicndn en los p.::icicntcs con cultivos -

negativos, en los casos de brotes en los qUú se aisle a f· jejuni en por lo 

menos uno de los pacientes involucrados en el brote [ 28]. 

No se recc::mienda el uso de técnicas serológicas en el diagnóstico de C!'!_ 

sos esp::trádicos de infecciones p::>r campylobacter, ya que no son prácticas, -

debido a la antigenicidad heterogénea que presenta .f. ieiuni. 

1 • 1 O. SUSCEPl'IBILIDAD A Am'll1I~BIANOS. 

Las pruebas !!:!. vltro de susceptlbilldad antibiótica han rrostrado que -­

las cepas de f.. je1uni probadas son susceptibles a: Cloramfenlcol, Oihid.rcc.:!, 

treptan.icina, Eritrcmicina, Nccmicina, Oxitetraciclina, Estreptcmicina, y ~ 

traciclina. l-bderadamente susceplitlfes a Novobiocina, Penicilina, Eücitracina­

y Polimix.ina B. 

Kannali estableció que .f.· ieiuni es sensible a Eritrcrnícina, Clindam.!. 

cina, Tetraciclina, Metronidazol, Acido Nalid!xico, Nitrofurantoina, GentanlJ:, 
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cina, Kanamicina, Novobic::cina, Ea.citracina, Vanco:niclna, Trirretopr.im, Politn! 

xina B, Ampicilina, C:ttbenicilina, Cloxacilina y Cefalospor1na. 

Se afinna que la Eritronicina es el agente preferí-do en el tratamiento 

do la campylobacteriasis, aunque se ha reportado entre un 8 y 10% de resis-­

tencia a esta droga en las cepas probadas de .f· jcjuni. 

Se ha determinado que la Eritranicina puede ser sustituida en el trata-

miento de la enteritis por eampylobacter, p:ir otros antibióticos caro son: -

la Tetraclclina, Clindamicina, Gcnta.-n.icina, derivados del Nitrofurano y Clo-

ramfenicol, aunque ninguno de estos antibióticos se ha evaluado clínicamente 

(15,22). 

1. 11 • Ml'.X:ANisr.xJS DE PATCGENICIDAD. 

En la actualidad, los conoc:!imientos sobre la patcgcnicidad de? f.. jejuni 

son particularmente desconocidos, igualmente los me<""..anismos por los cuales -

este microorganisrro prcduce la enteritis, no se han establecido claramente. 

Clínicamente, las infecciones por .f.. jcjuni pueden presentarse ccxro di-ª. 

rreas agudas o bien o.:m::i un síndrone disentérico y ra.ra!nC'!ntc ccxro infeccio--

nes extraintestinales. 

Recientemente Livene (42] clasificó a los patógenos entéricos en s ~ 

pos en OOsc a los rnecanisnos por los cuales pueden prc.ducir el padecimiento. 

Las características clínicas que presenta camevloOOcter .!!E.· son scmejarr 

tes a las que presentan los patógenos agrupados en 3 de los grupos de LivenE". 

El pri111er tipo de mecanisrro involucra la inducci6n df:? toxina~ p;'lra pro­

ducir la enfer1llC:rlad, este grupo esta representado clásicamente por y. ~­

~- Estos micp:x::>rganismos se adhieren a la mucosa en el intestino proximal 

y elal:x>ran una toxina, resultando una. diarrea. La producción de toxinas es -

un mecanismo propuesto en pacientes con diarrea aguda. 

Ultirname.nte se ha derostrado la producción de una enterotoxina por f. -
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jejnni (actualmente on discusi6n), lo cual propone un mecanismo en la pat03é­

nesis de esta bacteria. 

El segundo ti¡:o de mccanismJ es <lquél en el cual se describe la penetra­

ción y la proliferación en las células del epitelio intestinal, donde ocurre 

daño y muerte celular; sin embargo, la lesión es solo superficial, la adeni­

tis mesentérica y la septicemia muy rarilmente ocurre. 

El ileon tenninal y el colon son los involucrados principalmente y la rt2 

teria fecal contiene sanqre y d:lulas inflü.'flatorias. 

En la enteritis ¡:ar campxlobacter ~· existen evidencias clínicas de la 

invasión del epitelio intestinal, siendo éstas la diarrea. con sangre y las e~ 

lulas inflamatorias en las muestras. 

En estudios recientes de Price, en pacientes con enteritis por f.• ieíuni 

las biopsias rectales demostraron que las lesiones consistían en infiltrados 

inflamatorios en la lámina propia y abscesos similares en las criptas. Esto -

misrro se ha observado en las infecciones ¡:::or Shig~lla y ~-

El tercer mecanisrro llamado "translocaciónº, está representado por ~­

~ §E.• y ~ .§E.· En la translocación, el microorganismo penetra la ~ 

cosa del intestino ocasionando un daño mínimD con proliferación en la lámina 

propia y en los nédulos mesentéricos. La presencia de f.· jejuni en loo nódu-­

los mesentéricos se ha descrito clínicamente en diferentes artículos {42]. 

f.. jejuni se transloca a los nOOulos mesentéricos J.ndicando qu~ ld tr<ln§. 

locación es un mecanism::> p::ir el cual esta bacteria causa la enfermedad, en la 

que se presenta una diarrea franca. 

En la actualidad uno de los aspectos poco conocidos de la virulencia de 

f.· jeJuni, es la naturaleza de la interacci6n entre este m.icrccrganisrro y las 

células intestinales .. Estudios J1! ~han derostrado que f.. jcjuni puede a­

dherirse a los enterocitos y {X)Steriormente invadirlos (13,14,35}. 
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Klistein demostró la invasividad de las c"";....:is de f. jciuni (las cuales -

inducen a una diarrea con sangre). Así, la naturaleza de la interacción entre 

carnpyloOO.cter ~· y los enterocitos no se ha aclarado todavía. 

Hasta donde se sabe, f.· jeiuni carece de fimbrias, ~o posee otras adhg_ 

sinas. Una variedad de estudios con !!neas cclularcs,particularmentc con cél.!!, 

las HeL:a e U1I' 407, han derrostrado ..!.!::! vitre la adherencia de estc microorga­

nisrro. 

Uu.-nerosas sustancias y tratamientos pueden interferir con la adherencia 

dC! .f.· iejuni a las células Th'T •l07. Me Bridc y Mcwel observaron una inhibi-­

ción de la adherencia al usar glucosa, galactosa, rnanosa, N-acetil glucosarn.:i-

na, N-acetil galactosamina y sorbitol. Me Scweeg'an y Walker redujeron la adh~ 

rencia de f.. jeiuni a las células nrr 407 en por lo menos SO't, al usar D--man2 

sa, O(-) fucosa, 2.5 de glutaraldehido y enzimas protcolí.ticas {42]. 

Se ha detectado que el flagelo p:::>sec la m.3.yoría de las adhesinas para -

las células epiteliales. En cepas que carecen de flagelo, se ha observa.do una 

p:::ibre adherencia a las células INT 407, lo cual sugiere la presencia de adhe­

sinas en el flagelo, ccm:i se ha observado en y_. ~-

El calentamiento a 100ºC durante 30 minutos no ll'Cdifica la adherencia de 

~- jejuni, lo cual sugiere la presencia de una determinante, de una proteína­

flagelar terrrolábil, o bien de una cubierta de adhesinas. 

otras estructurao de superficie de f· ieiuni que pueden ser importantes 

en la adherencia al epitelio son las proteínas de la membrana externa (OMPSl, 

los lip:::ipolisacáridos (LPS) y el glicocElix. 

Los estudios sobre las estructuras de campylob:i.cter a nivel rrolecular, -

se han enfocado a las estructuras de superficie de la célula, debido a que -

en las bacterias patÓgenas esta superficie es la que interacciona directarren­

te con el hospedero. Esta estructura es la que permite al patb;Jeno e--
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vitar o vencer los rrecanismos de defensa del huésped. Acerca de esta estruct!!_ 

ra, tentativamente se ha dütectado una. lámina-$ sobre la sut.X"Xficie de ~· iQ.-

1!!!!_, de la cual no hay información suficiente, pe.ro se ha observado que esta 

misma lámina-S está presente en las cepas de f.. fe tus, la cual posee una ac­

tividad antifagocítica, juega un {Xlpel irnp:irtanta en la patógenesis de las i!!. 

feccioaes por f. ~. Esta. proteína de superficie, aparece comúnmente en "1l! 

chas cepas de 5!_. jejuni que pertenecen a lUla variedad de serotip::is temolábi-­

les. I.a forma de la estructura de este antígeno a:xnún tcdaví.a no se conoce. 

Otro antígeno de superficie, es la a-IP, esta. proteína de Mr ca 45 000, 

se parece a las ~rinas, la cual está asociada a un peptidoglicano. Esta pro­

teína probablemente juega un papel importante en el metabolismo y crecimiento 

de las células de c.ampylobacter, pero su función no se ha estable-ciclo clara­

mente, no hay evidencias de que intervenga en la patogéncsis. 

los lipopolisacáridos de f. ieiuni, son prcdcroi.nantemente de bajo Mr, al 

igual que se encuentran en otros p.:1téqcnos CCtJO ~' Hacrrophilus y ~­

~ ~· En contraste con estas bacterias en las cuales los LPS de bajo Mr 

confieren solo unos pocos serotipos, los LPS de .f. jejuni presentan gran di­

versidad antigénica, confiriendo diversos serotipos. El papel de estos LPS en 

la patogénesis de~- ieiuni no se ha aclarado.(42J. 

La rrovilidad de .f. jejuni se debe a uno o más flagelos, constituidos de 

un !il~to de 20 nm de diámetro, un gancho, un cuerpo basal y un gran disco 

asoc:iado con la región finül del gancho y cubierta {X)r el cuerpo basal. El -

flagelo es de naturaleza proteica y es una importante superficie anti génica .. 

Ia mucosa intestinal es la barrera más iroportante oontra la invasión de 

los microorganismos entéricos, pero la 1TOVilidad típica que presenta f.. ~­

.!!! le facilita l.:i. invasión a las células intestinales. Su capacidad invasiva 

queda derrostrada p:>r las manifestaciones clínicas que presentan la mayoría de 
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1 • 1 1 • 1 r-o:>Et.OS EXPflUMENI"ALES. 

20 

El mec;;mism:i {X>r el cual f.· ieiuni causa enteritis, no se ha establecido 

¡x:>Siblemente por la falta de un m::dclo exp?rimental adecuado. 

Inicialmente los rrodelos experimentales estándares usados con otros ent~ 

ropatÓgenos, se establecieron ccm:> negativos para .f. jejuni. Por ejemplo, la 

prueba de Sereny los investigadores la reportaron caro negativa para tedas 

las cepas de Campylobacter probadas, trabajos recientes en este aspecto, ~ 

rniendan usar nuevos roodelos de animales qua pUcdan usarse para el estudio de 

este pat6geno. 

Newell ha experirrentado en una variedad de especies de animales, e.<>tabl~ 

cierv:1o procedimientos para el estudio de f.· icduni. Pero la mnyoría de estos 

m:xlelos son engorrosos (p.c. el utilizar al ganado), caros COTO el emplear a 

los nonos rhesus y son imprácticos para su uso en la mayoría de los laborato­

rios. Aunque la ventaja que presentan algunos de ellos, radica en que la ent~ 

rltis causada en humarx:is, se puede reprc:ducir muy similarmente en estos ani­

males de experimentación [9,42). 

IL:.is cultivos !!l ~' tales caro los cultivos de células son más sim--­

ples, rcprod.ucibles y fáciles de· tr10nitorear. Las condiciones de estos n~los 

son lo más cercanas al fen6neno y sus resultados concuerdan con la virulencia 

de la bacteria. Entre los cultivos de las células que se han utilizado desta­

can l.as células de carcincxna cervical hunano (HeLa)~ las células diploides de 

pul.m5n (MRC-5), las células lNl' y las células de carcincrna de laringe humano 

(Hep-2) .(13}. 
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2. PARTE EXPElUMENI'l\L 

2. 1. MATmIAL. 

2. 1. 1 MA~ BIOUXTIOO. 

Se emplearon muestras de materia fecal de pa.cientes que durante los me­

ses de noviembre de 1986 a octubre de 1987 se enviaron al LaOOratorio do B:lc­

teriología Clínica del Instituto Nacional de Pediatría (I.N.P.), para la b.ís­

queda de campylobacter ieiuni. 

tas cepas estudiada!:l de f.. iciuni y f.. coli fueron las que se aislaron -

de las muestras de materia. fecal procesadas. 

La. cepa control de f.· jejuni la proporcionó el Departancnto de Infcctol2 

gía del Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán" 

Las cepas controles de _!!. coli K 88, J 53 y de .§.. flexneri las pro¡:or--­

cionó el Lab:iratorio de Bacteriología del Oepartarrcnto de F.colcgí:a Humana de 

la Fac. de Medicina U.N.A.M. 

Las líneas celulares HeLa y Hep-2 las proporcionó el laboratorio de Vir'2_ 

logía del Hospital Infantil " Federico G5mez 11
• 

2. 1 .2 MATERIAL DE VIDRIO Y 'FX:.QIPO. 

Cajas petri de 100 X 15 (Pyrex) 

Matraz erlenneyer de 125 ml (Pyrox) 

Matraz erlenmeyer de 250 ml (l'yrex) 

Matraz erlenmcyer de 500 ml (Pyrexl 

Pipetas serolÓgicas de 1 ml (Pyrex) 

Pi.petas serológicas de 5 ml. (Pyrex) 

Pipetas scr:ilógicas de 1 O ml (Pyre.,) 

Portaobjetos (Madesa) 

'l\Jbos de ensaye de 1 O X 75 (Pyrex) 

Tul:::os de ensaye de 13 X 100 (Pyrex) 



'l\Jbos de ensaye de 1 6 X 1 50 

Tubos con tapón de rosca de 1 3 X 1 00 

Equipo: 

Asa bacteriológica 

&lanza granatdria 

cámara para cultivo de tejidos 

Centrífuga 

Omgel.ador Industrial 

Estufas para cultivo (rango de O a 80ºC} 

Gradil.lns 

Mechero Bunsen 

Nicroscopio Junior 2 rrodelo K-4 

Microscopio Standar K-7 

Refrigerador Industrial 

2.1.3. MEDIOS DE OJLTIVO Y Rr:Acrrvos. 

2.1.3.1. AISLAMIENI'O. 

Agar Selectivo para Carnpylobacter (00.se) 

Suplemento Selectivo para Campylobacter 

Anaerocult e 

Agar de Ma.cO:mkey 

Agar para Salnonella y Slligella (SS) 

Agar Verde Brillante 

Agar XID 

Base de Caldo Tetrationato 

caldo Selcnito de Scdio 

2.1.3.2 IDENI'IFICACION BICQJIMICA. 

Aqar Selectivo para Campylob:tcter (base) 

(Pyrex) 

(Pyrex) 

(F.N;) 

(Ohaus) 

(Lirnbro) 

(Sol-But) 

(I\meric."ln) 

(Memrnert) 

(F.N.) 

(F.N.) 

Ccarl ZC!iss) 

(car! Zei3s) 

{Rheern-Revc:o) 

{Merck) 

{Merck) 

(Merck) 

(Merck) 

(Merck) 

(Merck) 

(MerCk) 

(Merck) 

(Merck) 

(Merck) 
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Supl~to Selectivo para Cmtpylobacter 

Agar de Hierro Kligler 

Infusión Cerebro Cbrazón 

Agar Citrato de Sirrmons 

Medio SIM 

Bilis de CeJ:rlo 

Cloruro de Scdio 

Acido HipÚrico (sal de scxl!o) 

Ninhídriru::t 

N-N-Oitretil p-fenilendiamina grado II 

2.1.3.3. BICYI'IPIFICACTOO. 

Agar para prue:ba. O-Nasa (Dcsoxirrib:mucleasa) 

Agar Mueller Hinton 

Caldo Brucella 

Agar Ba.cteriológico 

Fosfato Dibásico de Scxlio (anh) 

Fosfato Mcmobásico de Potasio (anh) 

Metabisulfito de Sodio 

Sulfato ferroso 7H2 o 

Piruvato de Sodio 

2 • 1 • 3 .. 4 SElIDLCXiIA. 

Solución de Acriflavina 

Solución Salina Isot6nica al O .. BSi 

Ek¡uipo de sueros para la tipificaci6n 

bacteriana, Serobac 

E):}l.lipo de sueros anti coli para prueba 

anti-O y anti-OK [B,L] 
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(Merck) 

(BiOXÓn) 

(BiOJ<Ón) 

(Bioxón) 

(Bioxón) 

(Mercl<) 

(Si-) 

(Sigwa) 

(Merck) 

(Bioxón> 

(Me.rck) 

(Gibo:>) 

(Bioxón} 

(Merck) 

(Nerck) 

(M .. 01.W) 

(Merck) 

(Sigma) 

(Bigaux) 

(Beh.ring) 



2.1.3.5. MEOiNISMJS DE PATCGENICIDAO. 

Agar Selectivo p.'.:'1ra Clmpylobacter (base) 

Suplemento Selectivo para Campylob.lctcr 

calclo Brucella 

Medio MÍnirro Esencial de Eaglc 

Oesoxicolato de &:dio 

Gcnt:amicina 

2.1 .3.6. cn-ISEn.VACIOO DE CEPAS. 

Infusión Cerebro Corazón 

Glicerol 

2.1.3. 7. COI.ORANTES Y SOLVENI'ES 

Safranina 

Verde de Metilo 

Giemsa 

Butanol 

Acetona 

Metanol 

(Mcrck) 

(Merck) 

(Gibco) 

(In Vitro) 

(Merck) 

C Schcraroox) 

(Merck) 

(Merck) 

(Sigma) 

(Sigma) 

(Sigma) 

(Merck) 

(Merck) 

(Me....-ck) 

24 
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2. 2.. ME'IDCOLCGIA. 

2 .. 2.1 .. AISLAMIENI'O. 

2 .. 2.1 .. 1. DE f. iejuni y .Q_ .. coli .. 

Las rrruestras de materia fecal. remitidas al laboratorio, se procesaron S!. 

guiendo la técnica que a continuaci6n se describe (Esquema # 1 ) .. 

Las placas de C.ampy-BAP se inocularon con las muestras de materia fecal, 

L:i.s que. se disemiruban p::ir cstrfo. sobre la sup:!rficic da los medios, se inC!:! 

baron a 42ºC durante 48 horas (siendo éstos, la temperatura y tienp:i reccrne~ 

dos para el priiooaislamiento), en condiciones de microaerofilia, la cual se -

logró [X)r rtlC!dio del uso de la jarra con vela, o bien con el sistena carercial 

Anilerocult c. 

Para los subcultivos de f. ieiuni y f.. coli, bastó con incubarlos a 37ºC 

durante 24 horas, en condiciones de microaerofilia. 

2 .. 2. 1 .. 2.. re la familia Enterobacteriaceae y Pseudanonas §E. .. 

Simultáneamente, las muestras de materia fecal se sembraron en los me---

medios entéricos tradicionales (Agar MacCbnkey y Agar XI.D) para la siembra d.!_ 

recta, así caro en los Caldos Tetrationato y Selenita, las placas se incub:l-­

ron a 37°C durante 24 horas, mientras que los medios líquidos se incubaron a 

37ºC durante 16 a 18 horas. Cespués del período de incubación se realizó el 

examen de las placas para la identificación morfológica colonial. 

A partir de los mec:Uos líquidos de enriquecimiento (Esquema # 1), se hi­

zo una resiembra en 1os medios -Agar MacO:mkey, Agar XID,_Agar SS, Agar Verde 

Brillante- se incuOO.ron fo.i:; placa~ a 37ºC durante 24 horai:;. Dcspuéi:; del perí2 

do de incubación se procedió al examen de las placas para la identificación -

nDrfológica de las colonias. 

2.2.2. EXAMEN DE IA PLACA. 

Después del período de incubación de las placas de campy-BAP, se prcx:e-



Esquema # 1. AISI.AMIENIO DE f.. jejuni/coli, MIENBROS DE U\ FAMILIA En.terobacteriaceae Y Pseudaronns .:!E• A PI\!! 

C. jejuni/coli 

1 
SENBPAR EN CN-1PY-MP 

42-43°C a 48 h. 

1 
F'ROI'E DE CDLl:X'UAS SOSPro-rosAS 

BACILOS GRJ\M( - ) , M:>RFOUJGIA 

TIPICA, PM. OXIDASA(+) 

"Presuntivo rlobacter" 

p BA. HIDROC..ISIS DEl HIPURA'IO 

1 
1 

f.. col! 
l+l (-) 
1 1 

~RIMCION bE ESPEX:IE 

TJ\BJ # 3 

arcm1os 
TAE!J\I n 2 

TIR DE MtJESrnAS DE MATER.U\ 1:-"'ECJ\L. 

MUESTRA 

1 

~1EDIOS EN PLl\CA 

1 1 
l\GAR AGAR 

XL O 

24 h a 37°C 

1 MEDIOS DE '°'IRIQ<.JEOMIEN'IO 

1 1 
Cl\UX) = -c;:c 

MAOJ:l'<KE'l 

VERDE BRILLANI'E 

s s 
XLD 

PRUEBAS IBICJWIMICAS 

SEllOLOGIA 
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dió a examinarlas, con el fin de seleccionar c>n base a la morfología colonial, 

las posibles colonias de f.· jc·)uni o f.· f2!i· tas colonias de este microorga­

nismci son no hemolíticas y ¡rueden ser elevadas y redondas con aspecto mucoide 

o planas y de color narrón, qeneralrrente miden de 1 a 2 rrm de di~tro y a v~ 

ces crecen a lo largo de la zona de aislamiento. Se rL">COnienda un exrunen ráp!_ 

do de las placas, ya que existen cepas extresnadamente sensibles al oxígeno. 

2.2.3. IDENI'IFICACIOO PRE.StJUITVA. 

Se realizan frotes de las colonias sospechosas de carrrevlobacter y se co­

loreun con Grrun (se reo::xnienda el uso de la solución stc:x:k da safranina, de -

esta manera se aumenta la posibilidad de observar rt'ás claramente la rrorfolg_ 

gía de la bacteria}. IA identificación positiva se efectuá al observar al mi­

croscopio Óptico bacilos delgados, Grani negativos, en forma de "s", de alas 

de gaviota o en espiral. 

2.2. 4. IOENI'IFICACIOO BICQJIM:lCJ\. 

2.2.4. t. DE f. jejuni y _Q. coli. 

A las colonias sospechosas seleccionadas, se les realiza la prueba de la 

oxidasa y de la hidr6lisis del hipurato .. Ambas pruebas son positivas para f.. 

jejuni, mientras que para _Q • .E2lli la hidr61isis del hipurato es negativa. F:! 

tas pruebas identifican presuntivamente a amb<ls bacterias .. 

Las pruebas bic:quúnicas confinnatorias para f.· ie1uni y g. EEli.1 

tilizadas en el presente trabajo ap:Irecen en la tabla # 3 .. 

2.2.4.2 .. CE LI\ FAMILIA Enterob"lcteriaceae y Pseudcm:mas !!E· 

La identificación bioquÍmica de los pat6genos entéricos de la familia ~ 

terobacteriaceae y Pseudanonas !!e·, se hizo en b.:ise a las pruebas metabólicas 

tradicionales para estas bacterias. Una vez hecha la identificación bicquími­

ca de las cepas de 5alm:inella, Shiqella y §.. E2!!.r se hizo la serotipifica--­

ción para cada una de ellas. 



Tabla H 3. REACCIOOES Bicx:;uL'UCAS EMPLEADAS rn I.A DIFERliNCIJ\CIOO DE LAS ESPECIES DE f.. jejuni y f:· .9?ll. 

ESPECTE 

OXIDl\SA HIOROLISIS 
DEL HIE'tIRA 
'l\'.l. -

REJ\CCIOO BICQJIMICA: 

ACIOO CEFALGI'I CRECIMI.El'lI'O EN: rna::I!'llmID A: 
NALIDIXI NA(30 g) 
0)(30 g) NaCl BILIS 25ª 37° 43°C 

3.5% 1% 

s• Rº 

Rº 

so:::: susc:eptible Rº= resistente 
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2 .. 2 .. 5. BIOfIPIFICl\CICX'l. 

Aisladas e identificadas las cepas de f· jejuni y .f. E2.!!r se procedió 

a biotipificarlas en base al esquema de biotipos propuesto p:Jr el e.o.e. (Ta­

bla # 2) .. te esta manera se obtuvo el biotipo correspondiente para cada cepa 

aislada .. 

2 .. 2.6. MECANIS>DS 08 PATOGE:\IICIDAD. 

2 .. 2 .. 6. 1 .. ADHERENCIA A CELUtAS HeLa Y lfep-2. 

Se determinaron la adhercncia y la invasividad caro rnecanisrros de pato­

genicidad de las cepas de f. jejuni y f• coli aisl.:ldds. Se prob5 simultánea­

mente en dos líneas celulares de manúferos, en células H'3La y Hep-2, siguien-

do la técnica descrita por Fauchere y col (modificada) [13). 

A .. Obtención de las células HeLa y Hcp-2. 

Ambas líneas celulares crecieron rutint1rirunente en el medio M-199, supl~ 

mentado con suero fetal de ternera al 10%, 200 U.I. de Penicilina G, 50 mict°2 

granos de Estreptcmicina y 2.5 microgramos de Anfotericina B por ml. Ia.s cél~ 

las se propagaron en OOtellas de plástico para cultivo de tejidos, en ~ at­

m5sfera de 5% de ro2 aproximadamente, 24 horas antes de la prueba. la ~ 

pa celular se tripsinizó y se agregó nuevo medio, la suspención resultante -

se dividi6 en nuevas botellas de cultivo de tejidos. La incubación se efectu6 

a 37ºC en atmósfera de co
2 

al si. 

Dos horas antes de la prueba la rroncx:apa celular se tripsinizó nuevamen­

te y la suspención celular resultan te se diluyó con 25 ml de medio Mí.nimo E--

sencial de Eagle (MEM}. 

l\ cada uno de los p:>zos de una cámara para cultivo de tejido, se le ad.!_ 

cionó un mililitro de la suspención celular anterior, la cámara se mantuvo a 

37°C en condiciones de microaerofilia hasta su uso. DE:! esta manera se obtuvo 

una rronocapa. celular en cada uno de los pozos para cada línea celular. 
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B. Desarrollo de la prueba de Adherencia. 

Las C<?pas dc f. jciuni y f.. coli se cultivaron en Caldo Brucella a 37°C 

durante 48 horas en condiciones de microaerofilia. Una fln.Jestra de .13 rnl del -

cultivo bacteriano se centrifugó a 3 500 rpn/20 min, el OOtón resultante se 

rcsuspendió en MEM y se ajustó la concentración a 107 o 108 bacterias/ml. 

Se probó la viabilidad de la suspención b.:l.cteriana en /\gar campy-DAP. 

Se adicionó a la moncx:apa celular un mililitro de la suspc:?nción bacteriana, 

la mezcla se incubó a dos diferentes perícrlos, 30 minutos y una hora a una -

temperatura de 37°C en condiciones de microaerofilia. F.n estos períodos se -

espera que la bacteria se adhiera a las céluL::i.s eucariotcs. 

Después de la incub3ción, la monocapa celular se lavó cuidadosamente 5 

veces con MEl-1. Las células se fijaron con metano! y Giemsa para su observa--

ción microscópica .. 

El misrro procedimiento se siguió para ambos pP..rÍodos así c:oro para ---

ambas líneas celulares. 

2.2.6.2. INVASIVIDAD A CELULAS HeLa Y Hep-2. 

La técnica utilizada para detenninar la invasividad a las líneas celul-ª. 

res, es una continuación de la técnica empleada para determinar la adheren--

cia, se continúa después del primer período de incubación. 

La monocapa celular se la .. -ó cuidadosamente 5 veces con MEM y se reincu-

bó durante 2 horas en las mismas condiciones. 

En este período las bacterias adheridas invaden a la célula eucariote, -

~espués de la incubación la rronocapa celular se lavó con cuidado 1 O veces -­

con MEM. 

Para la enumara~ión de las bacterias intracelulares viables, el MEM con. 

tenía SO m::J de Gentamicina por ml, se adicionó a la rronocapci celular después 

del úl tino lavado. 
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Desp.iés de un contacto de 2 horas a 37ªC, la r.onoca.pa celular se lavó -

cuidadosamente 1 O veces con MD1 sin antibióticos y se trató cx:m desoxicolato 

de sodio al o.si para lisar las células HcLa y lfep-2. El lisado se diluyó a­

propiadamente con caldo Bn.tcclla, aobre la suspención resultante se agregó -

Agar campy-BAP para determinar el número de Unidades Fonnadoras de Colonias 

(UFC), las cajas se incubaron a 37°C durante 24 a 48 horas en condiciones de 

microacrofilia. Q:?sput;s del per!odo de incubación se procedió a examinar las 

placas, con el fin de observar las colonias de f. jeiwli o f. E2!J. que hayan 

desarrollado. 

La prueba se diÓ caro positiva donde se observó desarrollo de colonias 

de f· ieiuni o f· ~ y ccmo prueba. negativa donde no hubo desarrollo. 

las cepas controles empleadas fueron: 

Shiqella ~ y ~- E2!!, KBB caro controles positivos. 

!· ~ J 53 cc:::rro contról negativo. 
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3. RESULTAIX>S. 

Durante un año de investigación que abarcó de5de noviernbl:'e de 1986 a ~ 

tubre de 1987, se prcx::csaron un total de 440 muestras de roteria fecal, que 

fueron remitidas al laboratorio de Bacteriología Clínica del Instituto Naci2 

nal de Pediatría, para la búsqueda de carnpylobacter jejuni, pero que pa.ral~ 

lamente se p.rocüsaron para la bÚsqueda de algún otro patógeno entérico pre.sen. 

te en la muestra .. 

Se obtuvo la siguiente incidencia de la flora normal (Tabla /1 4 y Gráfi­

ca /1 1 ): É!· coli 96 .. 3%, Enterobacter §E.· 59.7%, Protcus ..!!e.· 58.8%, Proteus -

mirabilis 53.8%, Klebsiella §E• 51.6%, Citroba.cter .§E• 37.5%, Proteus vulqa-­

ris 27 .9% y Pseudcxronas ~· 30.0%. 

En tanto que para las bacterias patógenas identificadas en base n las -

pruebas bicquímicas tradicionales para estas enterobacterias, se obtuvo la s,! 

guiente frecuencia: Sal.Il'Onella !!E• 12.7%, Shiqella 3?• 3.4% y en base a la -

prueba de la acriflavina oc detectaron presuntivcuronte 14 cepas de li· coli en 
teropatógena que corresponde al 3 .. 1 % 

Para las cepas de Salrronella ~- (Gráfica # 2) se determinó que la mayor 

incidencia correspondió a los meses de marzo a mayo, siendo más representati-

vo el mes de abril en el que se presentaron 15 aislamientos correspondiéndole 

el 26 .. 7% del total. 

Con lo que respecta a Shisella ~· (Gráfica 11 J), se observ6 una incide!}_ 

cia similar durante los meses de abril a octum:e, incrementándose ésta en el 

mes de julio, correspondiéndole un 26 .. 6% del total y decreciendo en septiem--

bre a o .. oi. 

En cuanto al aislamiento de §_. coli enteropatÓgena (Gráfica N 4), se ob­

servó un incremento durante el mes de junio con un 35 .. 5% que c:orresp.:>nde a -

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



Tabla H 4. BAC:rmI.AS AISLJ\DAS DE LAS MUESTRAS ENV'IADJ\.5 /\L LMJJRA'IURIO DE BACI'ER.IQr.cx:;IA CLINICA DEL 

INSTI'l.Uro NACIOOAL DE PEDIATRIA WRANTE LOS MESES DE I'KJVIEMBRE DE 1986 A OCIUBRE DE 1987 .. 

BACl'ERIAS/MESES: I'lJV DIC ENE FEB MAR /IBR MAY ·""' JUL /\IDSl' SEP'I' =r 1Ul'AL F(%) 

~ .. coli 13 18 21 40 86 71 53 55 23 25 25 438 96 .. 3 

Ehterobacter 3?• 3 12 11 12 22 47 48 31 34 13 15 15 263 59.7 

~.§12· 14 25 50 40 26 37 18 19 12 259 58 .. 8 

E.·~ 10 11 13 28 50 30 27 26 11 15 9 237 53 .. 8 

~~· 19 24 52 50 31 37 16 13 19 227 51 .. 6 

Cltrobacter §.!!. 12 25 13 23 32 10 16 11 165 37 .. S 

Pseudan::>nas .§12· 8 11 13 30 25 15 132 30.0 

E.• vulqaris 12 14 15 17 25 13 7 123 27-9 

~§2· 15 56 12 .. 7 

f.· iejuni/coli o 18 4.0 

Shi9ella ~· o 2 15 3.4 

.E;_. E2!.!. enteJ:2. 

patógena o o 2 14 3.1 

'ID1'AL Bl\CTElliAS 1 933 100 .. 0 
w 

TCJl'AL DE NUESTRAS: 440 
w 



Gr;;ificn H 1 • BACI'ERIAS AISU\Dl\S DE LAS MUES'I'RAS DE MATElUA FJ:X:J\L ENVIADAS AL LABORATORIO DE BACI'ERIOtroIA 

CLINICA DEL INST.C'lUID NACICW\L DE PEDIA.'m.IA, DURNTI'E EL PERIOOO DE OC!VIEMBRE DE 1986 A OC'IUBRE DE 1987. 

100 

6 8 

GENERO$ DE BACTElUAS AISLADAS 

1. E. 
2. 'fu 
3. 
4. 
s. 
6. 
7. 

ª·f·~ 
9. Salrronella ~· 

10. g .. ieiuni/coli 
1 1 • Shiqella !!E.· 
12. E. coli entero 

ii>tlS9eña. -

10 11 12 



Gráfica N 2. CEPAS DE ~ ~· AISLADAS DE MUESTRAS DE MA'l'ERIA FEX::AL DE Pl\CID'U'ES DEL INSITIUI'O NACIQ 

N1\L DE PEDIATRIA, DUMN'I'E EL PElUOCO DE NOVIEMBRE DE 1986 A OClUBRE DE 1987. 

50 

10 

'tUJ DIC MAR l\BR Ml\Y JUL AG:JSr SEPT OCT 

MESES 
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Gráfica # 3. CEPl\S DE Shigclla -~· AISLADAS DE MUESrnAS DE MATERI/\. FECAL DE PACirNI'ES DEL INsrr.IUIO 

NACIONAL DE PIDIA'l'RIA, DURANTE EL PElUOCO DE NOVIEMBRE DE 1986 A OCIUBRE DE 1987. 

NO\/ DIC E>IE FEB ABR MJ\Y JUN JUL ACIJSJ! Sfil'l' GCI' 

MESES w 

"' 
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Gráfica # 4.. CEPAS DE !!_ .. ~ FNI'EROPA'l00El'1A hlst.J\OAS DE MUES'IRAS DE MATERIA FID\t. DE PACIENl.'ES DEL 

INSTI'l'UIO NACICWtL DE Pl:DIA'mIA, DURANTE EL Pl:lUot:o DE NOVIEMBRE DE 1986 A OC'IU8RE DE 1987. 

NOV DIC mE FEB MAY JUN J1JL N:IJSr SEi?T 

MESES 
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14.2% y decreciendo hacia los rreses de enero, marzo y agosto en un 7.1% del 

total. 

Para lograr la identificación final de las hlcterias patógenas aislad.:is, 

se recurrió a ·las pruebas seroló:Jicas (reacciones do aglutinación en placa), 

entre los antígenos de ~' Shiqella y ~- mli enteropatógena y los-

respectivos sueros anti-especie .. 

En base a las pruebas serológicas, se determinaron los scrogrupos corre~ 

pondientes para las cepas de Salm:::mella ~· (Tabla H 5), se identificaron 7 -

grupos los que corres[Qnden al B, c 1 , c
2

, c 1 y c 2 , E, Vi, O, de los cuales -­

el que predo:ninó más fué el serogrupo B con 26 aislamientos y una frecuencia 

del 46.4%, siguiéndole el serogru{X) c 1 con 26.8% y el c 2 con 14.4%. 

Para Shiqella ~-(Tabla # 6), se encontró lo siguiente: con el uso de -

los sueros ¡:olivalentes se determinó el grupo de Shigel.la ~, al que le -

coresp::mden 7 aislillllientos lo que equivale al 46. 7%, al grupo de Shigella -­

~ le oorresponden 5 aislamientos lo que representa el 33 .. 3% y al gru¡:x:> 

de Shigella l::oydii solo le corresµ:>nden 3 aislamientos lo que equivale a un -

20 .. 0% del total de cepas aisladas para este género. 

Por lo que respecta u las cepas de !!· ~ enteropatógena (Tabla H 7), 

se detectaron 3 grupos, que fueron el A, B y e, observando una mayor frecuen-

cia del grupo A serogrupo 0111 : K 58 ( B4 ) , obteniendo para este se..rogrupo 6 -

aislamientos lo que equivale a una frecuencia de 42.9%. Para el grupo B, el -

serogrupo con mayor incidencia rué el 086: K 61 (B7), con una frecuencia de -

14. 2% finalmente para el sruIX> e se obtuvo una frecuencia del 17 .. 1 % 
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Tabla H 5. IDEtrrIFICACIOO SEROLCGICA DE LAS CEPAS DE' Salnonella !!e_. AISLADAS 

DE MUESTRAS DE MATERIA FEX:AL DE PACIENJ'ES DEL INsrI'ltmJ NACIONAL DE PEDIATRL\, 

OOAAm'E EL P.rn.IOEO DE NOVIEMBRE DE 1986 A <X'1UBRE DE 1 987. 

B 

Vi 

o 

'IUl'AL 

No. DE 

AISLAl'UarrorS 

26 

15 

56 

FREX::lJIDCIA ( • ) 

46.4 

26.B 

14.4 

3.6 

3.6 

3.6 

1.8 

100.0 
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Tabla 11 6. IDENrIFICACIOO srnou:x;rCA DE LAS CEPAS DE Shiqella .fil?· AISIADAS DE 

MUES'l'RAS DE MATERIA FOCAL DE PACIF.NrES DEL INsrI'IUIO NACICX1AL DE PF.DIATRIA, 

DURANI'E EL PERIOCO DE NOVIEMBRE DE 1986 A OC1UBRE DE 1 987. 

SERO:::RUPO No. DE FREXJJEl'lC.IA( % ) 

AISI..AMIENIOS 

.§_.~ 46. 7 

.§_.~ 33.3 

§..~ 20.0 

'IDrAL 15 100.0 



41 

Tabla il 7.. IDENTIFICAC!OO SEROI.OüICA DE LAS c;:gpAS DE ~ • .E2.il ENrrnOPAn::GENA 

AISLADAS DE MUESTRJ\S DE MATERIA FOCAL DE PACIENTES DEL INSTI'l\m) NJtCIWAL DE 

PEDIA'I'RIA, OURANl'E EL PERIOIXl DE NOVIEMBRE DE 1986 1'\ <X'IllBRE DE 1987. 

GRuPO Srnoc:Ruro No. DE FREnID<CIA ( % ) 

Af..st..N-lIENroS 

A 0111 :K 58 (B4) 42.9 

026 :K 60 (B6) 14.2 

055 :K 59 (BS) 7.1 

B 086 :K 61 (B7) 14 .. 2 

Ol28:K 67 (B12) 

0125:K 70 (BlS) 7.1 

012S:K 70 (Bl 5) 7.1 

e 7.1 

TOI'AL 14 100 .. 0 
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Con el empleo del rrcdio Campy- BAP, incuh'.ldo a 43"C durante 48 horas y -

en condiciones de rnicrouerofilia, 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 bioquímicamante, ya que -

no fué p::>sible el sub=ultivo de estas cepas. 

En base a la hidrÓlisis del hipurato (Tabla 11 8), de las 14 ceptls restan 

tes, 12 cepas que representan el 66.6% se identificaron ceno f.. ieiuni, las -

2 restantes coro f. coli que QqUivalc al 11.11. Ccrnplem:mtariarncnte se reali­

zaron las pruebas bicquímicas reccrnendadas para estas bacterias. 

En cuanto a los biotip:is (Tabla # 9), se consideran 4 para f.. ieiuni, de 

las 12 cepas identificadas caro de f.· jejuni, sólo B de ellas se identifica-

ron en rose a su biotipo, obteniendo solo 2 para estas cepas, los que fueron 

el I y II, el que se presentó con mayor frecuencia fué el biotiµ::> I. Ias 4 C!::. 

pas restantes no se pudieron id~tificar en OOse a su biotipo. 

Para las cepas de f:_. E2!l. se identifican solo 2 biotipos, de 1.os que en 

esta investigación el que se presentó con mayor frecuencia fué también el bi.Q. 

tipo I. 

Eh cuanto al aislamiento de f. jejuni {'l'abla /1 10 y Gráfica il 5), se ob­

tuvo durante los meses de abril a septiembre, siendo abril y junio los de --­

mayor incidencia, obteniéndose 6 aislamientos positivos lo que equivale a 

33.3% del total de aislamientos para cada mes respectivamente. 

Eh relaci6n a los aislamientos de las cepas de f:.• f'9!.!, WlO fué durante 

el mes de junio y otro en agosto, lo que representa el 5.5% del total de ais-

!amientos para cada mes respectivamente. 

Durante el mes de mayo se obsc~ un decremento en los aislamientos de -

f• ieiuni, lo cual se atribuye a la falta de medio de cultivo para el aisla-­

miento de este núcroorganisrro. 



Tabla /1 B. IDENI'IFIC1\CIOO BI~CA DE LAS CEPAS DE f:· ieiuni Y ~. ~ /\ISI.J\DJ\S DE P/\CIENI'ES DEL INSTI'l!! 

RF.ACCION: 

CEPA: 

47 

63 

64 

115 

126 

10 

11 

163 

212 

228 

22 

174 

191 

W NACICNAL DE PEDIATRIA, OORAffI'E EL PERIOCO DE NOVIEHI3RE DE 1 986 A OClUBRE DE 1987. 

OXIDA.SA HIDROLISIS H:~S EN 
DEL HIPURA. MEDIOS 

AC!CO 
NALIDIXI 
CX>(30 g) 

CEFALCIJ'J 
NA(30 9f 

au::x::::IMIEN1 m: ClECIMIENIO A: ESPOCIE: 
NaCl BILIS 

'IO - aJN 3. 5% 1% 25° 37° 43°C 
HIERRO 

R .S:.· ieiuni 

s R .f.· ie1uni 

R S· jejuni 

s R f:.· ie1uni 

s R .s:_. 1eiuni 

s R .f.· 1e1uni 

s R ~- ieiuni 

s R ~· jeiuni 

s R f.· E2!i 
R f.· jeiuni 

s R S· jejuni 

s R f..~ 

s R f.· jejuni 

s R f.· ieiuni 

S= susceptible R= resistente 

~ 
w 
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Tabla 11 9. DIOITFOS DE f .. iciuni y f .. ~ AISLAOOS DEL INsrI'IUID NACICNAL 

DE PEDIATRIA, DURANTE EL PEJUOCO DE NOVIlMBRE DE 1986 A OC"It1BRE DE 1987 .. 

REl\CCIOO: 

47 

63 

64 

115 

126 

10 

11 

212 

228 

174 

191 

.f: • .22!!. 

163 

22 

HIDROLISIS DEL 

HIPURA'IU 

* Cepas no probadas. 

PRUEBA RAPIDA 

DE H:iS 

HIDROLISIS 

DEL rnA 

BIOI'H-0 

II 

r 

r 
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Tabla 11 10. CEPAS DE~· ieiuni AISIJ\DAS OORANTE IDS MESES DE NOVIEMBRE DE 

1986 A OCIUBRE DE 1987. 

MES: 

DICIEMBRE 

MARZO 

MAYO 

JUNIO 

JULIO 

No. DE 

AISU\MilNlUS 

o 

o 
18 

FRECtlS~CIA(%) 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

33.3 

o.o 

33.3 

11.1 

16.6 

5.5 

o.o 

100.0 



Gráfica 11 s. CEPAS DE Campylobacter jejuni/~ TJSJ.J\OAS DE MUESTMS DE MATElUA FECAL DE PACIEH.l'ES DEL 

INS'lTIUI'O NACIOOAL DE PEDIATRIA, DURANTE EL PERIOLO DE NOVIEMBRE ne 1986 A o:nt1BRE DE 1987. 

so 

40 

NOV ore FEB MAR ABR MJ\Y ACDST SEPT CCl' _ 

MESES 
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Cort respecto a la variación estacional, se encontró que en Primavera Y -

Verano se aisló con mayor frecuencia a f.. jejuni, observando que de C?stas dos 

estaciones, fú el Verano la que presentó mayor número de aislamientos con un 

55 .. 6% (Tabla H 11). 

De los enteropatógenos que se aislaron con mayor frecuencia (Tabla 11 12) 

c:cmparativaroonte con f.. ie1uni, se observó que~~· ocupa un lugar 

prep::mderante sobre Shisella .§E•i ~- .92!!, enteropatÓgcna 'l f. ieiuni. 

f.· jej uni ocupó el segundo lugar de entre los cntcropatógenos aislados, 

cabe rooncionar que Salm:mclla l!E• SC! aisló en un 54 .3% mientras que f.· jejuni 

y f.· .92!!. lo fueron en lU1 17 .4% de un total de 103 bacterias pat~C!fla.S aitila­

das. 
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Tabla 11 11. INCIDENCIA F.STACICW\L DE LAS CEPAS DE ,f. jejuni AISLADAS OORAm'E 

EL PERIOOO DE NOVIEMBRE DE 1986 A OC'!UBRE DE 1987. 

E'STACIOO No. DE AISLJ\MIFNIDS 

10 

10 

o.o 

44.4 

55.6 

o.o 

100.0 



Tabla # 12 .. El'lTEROPAlOGENJS A.ISLl\OOS m EL Ll\OORA'IORIO DE Bl\CI'ERIOIOOIA CLINICA DEL .INS'lTlUI'O NACirnAL DE 

PEDIATRIA, DURANTE' EL PEIUODJ NOVIEMSRE DE 1986 A OCJUBRE DE 1 987 .. 

PATOGE>D No. DE AISLAHI.ENIOS FREX:tJENCIA ( % ) 

~~ .. 56 54 .. 3 

Shiq~lla !!12· 15 14.5 

.,g .. .2e!.! enteropatégena 14 13 .. B 

~- jejuni y g. S2!l:. 18 17.4 

ro!'AL 103 100 .. 0 



so 

Con relación a la adherencia e invasividad de las cepas de .f.. ieiuni y 

g. f2ti. a::m:> rrecanismos de patogenicidad, se probó la adherencia a células -­

Hela y Hcp-2 con S da las cepas aisladas -47,63,64,228 y 22- de las cuales -­

las cuatro prime.ras pertenecían a la especie de f· jejuni y la última a la de 

s; • .2E!.!r los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: 

CEPA 

47 

63 

64 

228 

22 

Tabla H 13. ADHERENCIA A CELULA5 lleL3 Y Hep-2. 

30 min 1 Hora 30 min. 1 Hora 

I.a adherencia se detectó en 2 de las cinco cepas probadas -64 y 22- sin 

embargo, después de tma hora no fué detectada. El fenáneno de adherencia solo 

se observó en las células HeL.a, en l.a!:i c.;;1uias célu1ao Hcp-2 no se present6 

(Fig. H 1 ). 

En cuanto a la invasividad se obtuvieron los siguientes resultados (Ta­

bla /1 14). ta invasividad se obse.I:vó en 3 de las 5 cepas proba.das -64,228 y -

22- la capacidad invasiva se determinó por la presencia de co1onias an las pl~ 

cas de cultivo caro se puede observar en la figura # 2. El f~ de invas,i 

vidad solo se obsel:vÓ en células HeLa, en las células Hep-2 no se detectó. 



Tabla /1 14 • INVASIVIDAD EN CELUI..AS HeLa Y Uep-2. 

CEPA 

47 

63 

64 

228 

22 

HeLa Hcp-2 

51 

cabe mencionar que las cepas 64 y 22 fueron positivas tanto para la a~ 

rencia cerno para la invasividad, mecanisrros ob-.;crvados únicamente en células 

HeLa. 

La cepa 228 que se detect6 cerno wm cepa invasiva, en ningún ru:::rnento ~ 

tró su capacidad de adherencia. la capacidad de invasividad sólo se observó -

en células Heia .. 

SÓlo 2 de las 5 cepas probadas de f. ieiuni y .f .. coli, mostraron su ca­

pacidad de adherencia e invasi vidad a células eucariotes .. 





FIGURA ¡; 2. IiNJ\SIVIDt\D DE~. jüjuni y f'.· S?1.! ¡\ m.utAS HeL:l. 



Tabla /1 1 5. BAC'J'ERIAS ENI'EROPA'l'OGDW\S AISI.J\DAS DE LAS MUES'I'fu\S DE MATERIA FECAL El'NIADAS AL 

Ll\BORJ\'lURIO DE BACl'FlUOLCGIA CLDUCA PARA LA. DUSCUEDJ\ DE Campylob.3cter 

PATOGEN'.J AISLAMIElrrD FREDJENCIA( % J 

~§12.· 56 12.a 

~· jejuni/coli 18 •l.O 

Shigella .§12· 15 3.5 

,!¿. ~ enteropatóge.na 14 J.2 

otros 76.5 

'IOTAL 440 100.00 
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4. ANJ\LISIS DE RESULTADJS. 

Las diarreas representan una de las mayores causas de IT'Orbilidad y m.Jr~ 

lidad durante la edad pediátrica., particularmente cm los países en desarrollo 

donde ocupan el segundo lugar coro causas de enfermecbd y muerte, muy cerca de 

las inf~ciones agudas de las vías respiratorias. 

México está dentro de las naciones con b:mas de l'OC.lrtulidad más elevadas 

en el mundo, con respecto a las cnferTT"lf.'dades diarreicas [ 41 J. 

A pesar de los inumcr¡;¡,blcs esfuerzos encaminado<-J a explicar el origen o 

etiología del enorme grup:> de las enfennedados diarreicas por medio de los -

más diversos mecanisrros, el factor infeccioso continúa siendo el m.'ís importan. 

te, sin duda por su carácter contagioso. 

Además del papel que los microorganismos enteropató;}enos clásicos -Y.· 

cholerae, Shiqella, Saltoonella, serotifXls enterop<JtÓ3enos de É!· coli y ~- his 

tolytica- juegan en la etiología de las diarreas, a últimas fechas se han i,!l 

corporado nuevos agentes enteropatógenos de importancia mundial, cano son los 

rotavirus, f.. jejuni y las cepas enterotoxigénicas de .§.. colL 

Son variables los datos que se encuentran en la literatura mexicana, 

acerca de la distribución y frecuencia de los distintos grupos de microo.rga­

nisrros involucrados en la diarrea. En el caso de los miembros del género ~­

~, son capaces de producir cuadros clínicos tanto en el hc:rnbre cc:mo en 

algunos anim:lles, con excepción de§.. ~' se ha referido que su capacidad 

para producir diarreas es inferior a la que ocasiona Shisella, pero a últimas 

fechas se ha visto un increrrento debido a la industrialización de los produc­

tos alimenticios fo.bricados y distribuidos en íonna masiva. En México se en­

cuentra Salnonella en niños con diarrea aguda entre un 5 a 12% r 1 J • Notando -

un predcminio en niños con respecto a las niñas, siendo la salmonelosis la en 
fermcdad reportada en menores de dos años. En México es endémica, con máximos 
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hacia finales de Primavera y durante Verano. 

En esta investigación del total de las muestras de materia fecal recibi­

das para la búsquccb de Camrvlobacter, el género ~se identificó en 

un 12. 7% del total de bacterias aisladas (Tabla # 4), siendo este género el -

aislado con mayor frecuencia de entre los enteropatógenos identificados, cuya 

frecuencia fué de 54.3% (Tabla 11 2). [)(!! género S.--:il.tronella el sero:rru!X' B fué 

el que se presentó con mayor frecuencia 46.4% de! los distintos serogrup:¡s i­

dentificados (Tabla H 5), dato qoe concuerda con lo reportado p:>r el Dr. ~ 

te, en un estudio realizado ill1 el Hospital Infantil de México "Federico GÓ--­

mcz", donde Salrronella B se identificó en l.ll1 51 .3% [1 J. 

La identificación del sercgrupo Vi de &tl.rrcnella que corresponde a :!· !:Y­

.Eh!., sólo pudo idcmtificarse en un 3 .'5%, dato que es lógico encontrar si se -

tema en cuenta que las muestras procesadas provenían de niños. 

Desde el punto de vista estacional, el género S.:i.lm:mella fué aislado du­

rilllte casi tcx:lo el año, observando una frecuencia máxima hacia la Primavera y 

disminuyendo en Verano (Gráfica /1 2), lo cual concuerda en pacte con lo repo!: 

tado en la literatura [41). 

En el caso de Shigella se ha referido en la literatura que, de los tres 

enteropatógenos clásicos pricipales, ésta se encuentra con mayor frecuencia 

y de manera m5s uniforme en la mayoría de los países. Por les datos obtenidos 

en el prc~cntc.: tr.:ib.:ljo, ¡;e pud.:i c~c.rva.r qu~ ul y~n ... ro anLL!s re.ft:1rldo ocupó 

el tercer lugar en frecuencia (Tabla /1 12) • En los países con precarias con­

diciones sanitarfos prcdanina ..§.. fle.."'<Ilcrii, pero a medida que estas condici.E, 

nes mejoran va siendo remplazada p::>r ..§.. sonnci, fenémcno epidemiológico que 

no tiene una explicación clara [41]. 

Cerno se puede observar en la Tabla # 6, la esp0C'ie pre<lcminantc en este 

estudio fué _g. sonnei, el Dr. Olarte refiere que..§.• ~y§. dysenteriae 
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son menos frecucmtcs. En este traba.jo sólo se pudo aislar a-ª.· ~en un -

20% 1 pero nunca se aisló a f· dysenteriae. 

Por otro lado, se puede asegurar que en el caso de los pacientes del In~ 

tituto Na.cion..11 de Pediatría que provienen de toda la República, el aisla---

miento de este género se efectuó prácticCUTil'"'-Ilte durante casi tc:do el año (Grá-

fica # 3), salvo algunos mes<?s donde el aislamiento fué nulo. 

A diferencia de lo que ocurre con los miembros del género Shiqella y --­

~. sólo unos cunntos serogrupcs de _!::!. ~ se consideran pató;JenD$ -

para el niño. En México, en diversos eotudios realizados en diferent0s ca!::.OS 

de düi.rreas, se ha pcx:Jido aislar casi la totalidad de los serotir:os enteropa­

tógenos de ~· E2!.!r con prcdcminio de .!::· coli 0111, .!f. E2.!1 0127, É!• ~ 0126 

y.!::· 521! 0142. En el presente trabajo se reporta a.!::· ~ 0111 ccxoo el SerQ. 

grup::> con mayor frecuencia y a los sereqrup::>s 0126 y 086 con una frecuencia -

rrenor pero significativa {Tabla H 7) .. De lo anterior obsetvruros el predcmin1o 

antes referido de _§. f9!.!. 0111 , estos datos son imp;::>rtantes si se tema en -­

cuenta que en todo niño menor de das años de edad con diarrea aguda y sobre -

todo si es recién nacido, deberá de sospecharse la presencia de .§. • .s2!.!. ente­

ropa.tÓgena hasta no ccmprobar lo contrario .. Sin emb:!rgo, en el presente ~ 

bajo de las 440 muestras sólo se logr6 identificar 14 cepas de g. 92!!. ent~ 

tógena. En este renglón cabe hacer mención que la carencia por parte del Ins­

tituto de todos los sueros anti-.§.. 22!.l.para detectar la totalidad de las t:"?-­

pas cntcrop.:ll..Ógenas, ~do ser la causa de la baja frecuencia con que se deteg_ 

t6 a este pat~eno 3 .. n. (T.:ilila H 4). No obstante, la literatura refiere que -

~· .s9!!. entercpatógena ocupa el tercer lugar después de Sal.roonella y Shiqella 

dato que fué corml::orado en el presente trabajo si tanarros en cuenta, sólo a 

estas tres enteropatógenos .. Por otra parte, a nivel estacional la maxima fre­

cuencia de aislamiento se logró en Verano. 
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caropyloba.cter, originalmente conocido caro y_. fetus, es un b"lcilo Grrun. 

negativo conocido desde lo• inicios de este siglo. ta importancia de esta -­

bacteria pc.rmaneció desconocida durante muchos años, fué hasta 1918 cuando -

se estableció que podfo. causar abortos esp:::irádicos en el ganado y carneros -

[ 40 J. Hasta 19'11 fué cuando se reportó el pri~r caso de infecci6n por y. -.=. 

~en humano, y en lor; siguientes 20 años solo se reportaron 100 casos (3, 

28,37,38,391. 

Una de las posibles razones por las cuales f.. 1eiuni no se había rela-­

cionadocon las enfermedades en hum.:i.nos, pudo hat:>cr sido por las condicionQS 

especiales que requiere para su cultivo -un medio sclectivo,abn6sfera reélucl. 

da de oiúgeno y una temperatura Óptinu de 42 a 43ºC- esto aunado a que se ha 

descrito a f.. ieiuni caro una bacteria que no oxida ni fermenta carbohidra­

tos [2,38,39], dificult.:zba su aislamiento e identificación con el uso de me-­

dios y pruebas bkquímicas tradiciomles. 

Con el desarrollo de técnicas de cultivo y medios de cultivo selectivos 

[7,B,10,17}, ahora se aisla a f.. ic1uni de muestras de materia fecal con :ro­

yor frecuencia y e.n base a pruebas bioqu!micas establecidas de acuerdo a sus 

características metabÓlicas se p...iede identificar con mayor facilidad. 

Estudios realizados en pobl.aciones infantiles en Europa, Canadá, Austr~ 

lia, Africa y Estados Unidos, han derrostrado que f.. ieiuni es actualmente un 

~rtante patógeno entfrico,euya distribución es mundial y que presenta un 

rango vari<lble de frecuencia para personas sintcrnáticas que en términos ge-­

nerales es de 3 a 10\ {3,4,S,6,16,35). 

ta t!Xplicación a este fenáneno es que, en los países en desarrollo, la 

incidencia de las infecciones por f.. jejuni es m:an::::>r y hay unos pocos port.'.l.­

dores; en contraste, con los países en vías de desarrollo, donde la inciden­

cia de las infecciones diarreicas por Campylobacter es mayor, el número de -



59 

portadores es superior [5,16). Este alto número de portadores de f.. jciuni -

en países en desarrollo, no se hn explicado, pero puede haber dos posibili~ 

des que expliquen esta diferencia; baja pa.togenicidad de las cepas en los -­

países en desarrollo o temprana inmunización de los niflos, debida a un bajo 

nivel de higiene en estos países, permitiendo así una. alta frecuencia de la 

bacteria { 16 J • 

En este estudio realizado, f. jejuni se ai!;lÓ en 18 de 440 muestras de 

materia fecal procesadas lo que equivale a un 4.0%. En contraste con el 5.0% 

de aislrunientos logrado en el Instituto Nacional de la Nutrición en 1980 (35]. 

De las ccp.:is aisladas, 12 de ellas se identificaron caro g_. jejuni, 2 -

caro f.· coli y el resto, debido a las exigencias en el desarrollo del micro­

organismo, no pudieron identificarse. 

Se ha reportado en la literatura, que durante el Verano y etano es más 

alta la incidencia de f. jejuni que durante la Primavera y el Invierno [39]. 

En base a los resultados obtenidos (Tabla H 11 ) , se observa que la mayoría 

de los casos ocurrieron durante la Primavera 44 .4't y el Verano 55.G't, no ob­

servándose una diferencia estadística significativa. Los resultados obtcmi­

dos concuerdan con los de la literatura solo en lo reportado para el Verano, 

no así para la Primavera. Se considera que esto puedo deberse a factores fo.E 

tuitos que pueden interferir, caro serían costumbres alimenticias, de consu­

mo o bien higiénicas, etc [40 1 41]. 

caro se observa en la tabla H 15, de la~ 440 muestras cnvL:1cbs al labo­

ratorio para la búsqueda de C3rnpylobacter, se detectaron 56 cepa.s de Salmo-­

~ §E.• 12 .. 8%, 15 cepas de Shiqella .fil?.• 3.5%, 14 cepas de!!_. coli enteroP!!_ 

tógena 3.2% y 18 cepas de f.· jeiuni/E2!i 4.0'li, lo cual indica que los s{nt2 

mas de la campylobacteriasis pueden confwrli.rse con los de otros patéiganos -

entéricos, de ahí la necesidad de imple:nentar lns técnicas para el cultivo e 
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identificación de f· je1nni/coli en los latoratoríos de rutina; de lo contr!!_ 

rio, este pat6geno pasará d~apercibido caro causante de cnfennedades ent&! 

cas, siendo que en otros p.:iíses se le ha aislado con igual o fl\3Yor frecuen­

cia que los otros tres enteropatógQnos rep:>rtados en el presente trabajo [ 3, 

41 ]. 

El desarrollo de pruebas de diágnostico rápido para detectar la adher€?:!! 

cia e invasividad ele f· jejuni/coli a Iíne.:i.5 cclul<.lres, pennitió determinar 

la asociación de estas dos C!Species únic:am?1lte con células HeLa, propiedad 

ya estudiada por otros autores [12,42]. L<J. adherencia de las bacterias a la 

superficie de lils células, se observé unicamente a los JO minutos, pasado ~ 

te tfernpo la asociación ya no se detectó, lo cual puede deberse a la destruc­

ción del citoplasma, ccxro consecuencia de la invasividad de estos microorga­

nisrros, ya que las cepas que resultaron pos!tivns par;i la adherencia lo fue­

ron para la invasividad. cabe hacer notar que la cepa 228, que se detectó C2_ 

mo una cepa invasiva, en ningun rn:mento rrostró su capacidad de adherencia; -

sin anbargo, al observar las placas para evaluar el fenáocmo de lnvasividad 

en los cultivos de líneas t.."elulares, esta cepa resultó ser invasiva .. 

En cuanto a las células Hep-2 no presentaron alteración en su morfolo-­

gía ni evidencias de h;J.ber sido invadid;is, por lo cual, se puede asegurar -

que la capacidad de adherencia e invasividad de las cepas de !;;_. 1eiuni y ~ .. 

.ES!.li estudiadas solo se detectaron en las cepas 64 ,228 y 22, en tanto que -­

las otras OOg CCpüS cc.tudiacbs -47 y 63- se ccmprobó que no eran adherentes 

ni invasivas. 
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OJNC1.11SICNES 

1.- De las 440 muestras de materia fecill estudiadas, se aislaron 18 co­

pas de Campylobacter, identificando.se bioqu1ínicrunentc 12 de estas c:arO ~· -­

ieiuni y 2 nás de _s. coli. 

2.- Para .f. jejuni se identificaron 2 biotipos, siendo el rrás frecuente 

elbiotipo I. Para las cepas de .f.· S2ll al biotipo predcmlnante fuá tambi~n el 

l. 

3.- Se observó entre la población infantil estudiuda, que f.· jeiuni es­

m.5.s frecuente que f.. S91!. 

4 .- El aisli:irnicnto de C. j,g1Qfil fué más frecuente durante las ép::>cas ~ 

lurosas del año cc::m:::> son Primavera y Verana. 

S.- De; entra los patógenos aislados f. ieiuni/coli ocup5 el segundo lu­

gar en aislamiento, lo cual demuestra que este micro::irganisrro del:x! de t.cmar­

se en cuenta caro causante de diarreas entre la población infantil de México. 

6.- Las rm.sestras de materia fecal que sean enviadas al laboratorio de -

Bacteriolog-ía para coprocultivo, deberán incluir la búsqueda de Campyloba.c-­

ter, de lo cxmtrario, este micrccrganism:::> seguirá pasando desapercibido o -­

bien el padecimiento se puede atribuir a otro enteropat.6geno. 

7 .- La capacidad de adherencia e invasividad se determinaron en dos de­

las cepas probadas, únicamente en células HeLa, iJQJ: lo oul s~ puede asegu--

rar que poseen los rrecanismos necesarios ptu::a causar daño. 
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ANEXO 

El Agar :Selectivo para C:unpylob:lcte?r (Base) es un rrcdio de cultivo se-­

ce, presentado en forma. de gránulo de eficiencia probclda. ScgÚn Skirrow, a~ 

gando junto al Suplemento Selectivo para carnPYlobacter, 5% de sangre desfibrl_ 

nada de carnero, se o'ot.icnc un medio ccxnpleto para el cultivo óptimo de ~­

~ §2· 

F6rnrula aproxirrada en gramos p::ir litro: 

Mezcla de Peptonas - Proteínas • • • • • • • • • • • • • • • • .. • • .. • • • • 2 l • O 

Electrolitos • • • •• .••••.•••. ••• •• •• . • •• • • •••••••••••••. 5.0 

AJ.Jnid6n soluble ..................................................... 1 • O 

Agar- agar .............................................. 13.0 

pH final 7.3 .!. 0.1 

Preµ:i.ración: 

Se susp:mdcn 40 g. de Aqar Selectivo para campylobacter (Base) en un l!. 

tro de agua desminerallzada y se calienta en un baño maría con agua hirviendo 

o con el chorro de vapor hasta que se hilya disuelto total.mente, se distribuye 

el iredio líquido en matraces de 200 ml. Esterilizar a 121ªC (15 lb de presión) 

durante 15 minutosª Después de esterilizar hacer rotar los matraces y enfriar 

a unos 45ªC. Para preparar 200 ml de Agar Selectivo para Qunpylobacter, se -

agrega al medio de cultivo base to:.ldvl'..i..l ~ c::;tado Hqu"ldo, un frasco de Supl~ 

trento Selectivo para c.:unpylobacter disuelto en 2 ml de agua estéril y 10 ml -

de sangre de carnero desfibrinada, se vierte el medio en cajas de Petri esté­

riles y se deja solidificar a temperatura ambiente. 

Se puede conservar el Agar Selectivo para Campylobacter ya listo para u-
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sa.r durante un período de por lo wcnos 3 rreses en ol refrigerador .. 

SUPLEMUrro SELEX:rIVO PARA CAMPYWBJ\~ 

El Suplemento Selectivo para Cunpylobacter se usa para suprimir otro!l m.!.. 

croorganiswos contaminante.$, presentes en abundancia en las muestras de mate-

ria focal .. 

La mezcla de los antibióticos vanccmicinn, polinúxiro y trüootoprim, se 

presenta en fonna liofilizada y almaccn.'.indola en frío se puede conservar du­

rante largo tiempo. Un frasro de Suplarento Selectivo p;;lra Cmnpylclxt.cte.r es -

suficiente para preparar 200 ml de Agar Selectivo para CilmPYlobacter .. 

II PRUEBA DE HIOROLISIS DEL HIPURA'IO 

Reactivos: 

Solución de Hipurato de Sodio nl 1 % 

Solución de Ninhidrina. en butanol-acetona ( 1 :.1} 

Procedimiento: 

Distribuir 0 .. 4 rnl de la solución de hipurato de sodio en tubos de 10 X 

75 RJn, al.macen.ar los tul::os a -20°C hasta su uso. 

Antes de usar, dejar que los tubos temen temperatura i.lltlbiente y enrulsif.! 

car un inóculo de un cultivo de 24 a 48 horas. Mezclar bien e incubar durante 

2 horas a 37°C. Al término de la incubación, resbalar lentamente por las. p.:,~ 

des del tub:l 0.2 ml del reactivo de ninhidrina, no mezclar y reincub<:tr duran­

te 1 O minutos y leer. 

Interpretación: 

La aparición de un o::ilor plrpura intenso en la rrozcla de reacción, re-­

presenta una reacción positiva. 

Un color púrpura claro o tenue es indicativo de una reacción negativa ~ 



ra esta prueba. 

III PRUEDJ\ RAPID/\ DE 11
2
s (HJDIFICADA} 

El med.io de FPB se prepara caro sigue: 

A. ca.ldo Brucella ................................................. 2.9 g 

Na2HPC>'1 {anh) ........................................... 0.118 g 

l<ll
2
ro4 !anti.> ................................................... 0.023 g 

1\gar .......................................................... 0.2 g 

n2o ........................................................ 91 m1 

Esterilizar durante 15 minutos a 15 lb y erúriar a 4SºC. 

G4 

Prepara las siguientes soluciones por separado en agua destilada y fil­

trar para esterilizar. 

Solución B: 

Solución C: 

Solución D: 

Preparación: 

Sulf~to ferroso 11120 al 10% 

Metabisulfi to de sodioal 10% 

Piruvato de &:dio al 10% 

Asépticamente adicionar 1 ml de la solución B a 1 ml de la solución e, -

mezclar bien y adicionar a 1 ml de la solución o. La mezcla anterior se vier-

te a la base del modio A. Ajustar el pH a 7 .3. Distribuir asépticamente 3 m1 

del medio en tulx>s de 13 X 100 rrrn estériles y con tapó'n de rosca. Preparar sl 

medio cnda 2 s~-inas. 

Procedimiento: 

Suavemente, suspender un inóculo de un cultivo de 24 horas en la ter~ 

ra parte superior del medio, no nezclar e incubar a 37"C en un baño de agua 

durante 2 horas. 

Interpretaci6n: 

Una zona negruzca alrededor de la masa bacteriana representa una reac---
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ci6n positiva que generalmente aparece entre los 30 a 45 minutos de incuba--

ción .. 

Se reccmienc1-'.l usar cultivos de 24 hor.:i.s, ya que la repro:lucibilidad con 

cultivos de 4S horas o más es muy ¡:obre·-

IV PRUEBI\ DE HIDROLISIS DEL DNA (I-OOIFICJ\Dl\) 

Preparar el ligar para prueba de O-Nasa de acuerdo con las instrucciones -

del fabricante, adicionar 1 .. 35 ml de una solución ae Verde de metilo al 0 .. 5\ 

en 100 rnl del medio. F.ste:rilizar y dü;tribuir el niE<lio en cajas de ~tri cst~ 

riles. 

Procedimiento: 

Inocular en forma circular un área aproximada de 1 on de diámetro, --

sobre la superficie de una placa con un inóculo de cultivo de 24 a 48 horas e 

incubar a 37 ºC en una rrezcla de gases rcmnendada para Campylob3.cter.. Examinar 

la caja diariamente durante 3 a S días. 

Interpz-etación: 

Una zona con disminusión de color alrededor del crecimiento bacteriano 

se considera cano reacción positiva ... Una zona angosta se considera cat0 una 

reacción dudosa. Se rec:x:xnienda hacer la lectura contra una luz indirecta. 

SOLUCTON DE VF.ROE DE MF:l'IID 

Reactivos: 

Verde de Metilo 0 • .5"9 

Agua destilada 100 ml 

Disolver en agua destilada y lavar 3 a 5 veces con cloroforrro hasta que 

los lavados disminuyan de color. 



V MEDIO BHI CON GLICEROL 

( O:X~SERVt\Cictl DE CEPAS ) 

66 

Preparar Caldo Infusión cerebro y Q:lraz6n siguiendo las instrucciones 

del fabricante, una vez preparado adicionar 15 ml de glicerol ¡:or cada 100 

ml de ~o, ya preparado colocar en tubos de 13 X 100 rrm con tap6n de rosca 

1 ml de la tl'Czcla anterior y esterilizar. 

Para inocular este rredio, temar un buen inóculo del mlct'O()rganiSlh:> a pr.Q 

servar y hacer una suspención hcm::x:rénea con el caldo, tapar los tub:is, etiqu2 

tarlos y almacenar a - 70ºC, a esta temperatura se conservan ¡:ar tiempo 111(].::fi­

nido. 
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