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RESUMEN

Se evalué la morfologia de 28 cepas de Campylobacter fetus ssp jejuni en el primo aislamiento y en tres
sub-cultivos sucesivos. El estudio morfoldgico se hizo al microscopio electrénico de rastreo y al de
transmision, mediante tincién negativa, sombreado con cromo, réplicas de platino, y cortes ultrafinos. Se
encontraron dos alteraciones: la primera fue un predominio de formas alargadas policurvadas en dos
primocultivos. No obstante, una de esas se normaliz6 hacia el segundo pasaje. La otra alteracion fue la
transformacion a estructuras cocoides ocurrida en 4 (14%) de las muestras analizadas. Se describe la
posible evolucion morfologica de las formas normales a los cocoides. [Rev. Cost. Cienc. Méd. 1984: 5(1):
61 - 70].

INTRODUCCION

El Campylobacter fetus ssp jejuni es considerado como uno de los agentes mas importantes en la
etiologia de las diarreas, y afecta especialmente a nifilos menores de dos afios de edad (1, 4, 7, 14). Se
le incrimina con un 8 a 15 por ciento de las diarreas, lo que le da una relevancia mayor que la de
shigelas y salmonelas. Puede considerarse como la bacteria mas importante en este cuadro clinico (2,
16).

Como etimoldgicamente lo indica su nombre, Campylobacter es un bacilo curvado; ademas, es
monatrico bipolar, gram negativo, oxidasa y catalasa positivo, microaerofilico y capaz de crecer a 42 °C
(8, 17). En las cepas de Campylobacter, morfolégicamente se pueden distinguir cuatro tipos de células:
1. formas cocoides, 2. formas monocurvadas o curvadas en C, 3. formas bi, tri o tetracurvadas y 4.
formas filamentosas policurvadas, (11, 15).

Las formas observadas mas frecuentemente son los tipos 2 y 3, pudiendo corresponder a células
jovenes y maduras respectivamente (11). Se ha informado que las formas cocoides son frecuentes en
algunos cultivos viejos (14), por lo que podria tratarse de células degeneradas. Las formas filamentosas
podrian deberse a alteraciones metabdlicas (9) o bien a un bloqueo en la sintesis de peptidoglicanas,
causado por antibidticos beta lactdmicos (3, 5, 6, 13), que posiblemente el paciente haya recibido
previamente a la toma de la muestra.

Para dilucidar esas interrogantes se evalu6 la morfologia del Campylobacter, en primo aislamiento y en
tres subcultivos sucesivos; ademas, se investigd si el paciente habia recibido algin tipo de tratamiento
antimicrobiano en los dias previos a la toma de la muestra.

* Unidad de Microscopia Electronica (UME), Universidad de Costa Rica.
** | aboratorio Clinico, Hospital Nacional de Nifios, Caja Costarricense de Seguro Social.
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MATERIAL Y METODOS

Bacterias:

Se estudiaron 28 cepas de C. fetus ssp jejuni, aisladas de heces de nifios con diarrea, atendidos en el
Hospital Nacional de Nifios, durante el primer semestre de 1983. El aislamiento de las cepas se hizo
inoculando el material fecal en platos con agar de Butzler, e incubandolos en microaerobiosis a 42° C
durante 24 a 48 horas, tal como fue descrito en un informe previo (10).

De cada primo cultivo, se tomaron 4 a 5 colonias y se fijaron en un mililitro de glutaraldehido al 2,5 por
ciento en amortiguador de fosfatos (pH 7,2) y se dejé a 4° C durante dos horas. Luego, las bacterias se
lavaron en el mismo amortiguador y se procesaron para microscopia electronica. Ademas, a partir de
cada primo aislamiento se inocul6 una placa de agar sangre sin antibiéticos, que fue incubada bajo las
condiciones mencionadas anteriormente. De cada subcultivo, se fijaron de 4 a 5 colonias y se hizo un
nuevo pasaje a platos de agar sangre, proceso que se repiti6 dos veces, de manera que por cada caso,
se estudio la cepa original y tres subcultivos.

Algunas de las cepas se cultivaron también en caldo de tioglicolato, conteniendo 30 ug/ml de ampicilina,
y Se procesaron para microscopia electrénica.

MICROSCOPIA ELECTRONICA:

a. Tincidén negativa: Con cada una de las muestras fijadas se impregnaron rejillas recubiertas con
membrana soporte de formvar, se tifieron con &cido fosfotdngstico al 1 por ciento (pH 5,5) y se
analizaron al microscopio electrénico de trasmision (MET) (Hitachi HU-12A).

b. Sombreado: Algunas de las rejillas impregnadas con la suspension de bacterias, se sombrearon
con cromo, en un angulo de incidencia de aproximadamente 15°, empleando un evaporador de
metales (Hitachi RU-S5) y se analizaron al MET.

c. Réplicas metalicas: Algunos de los especimenes se deshidrataron en una serie de alcohol etilico
de 30 a 100 por ciento. Una porcion de cada muestra se desecd en un secador de punto critico
(Hitachi CDP) y posteriormente se recubrieron con platino-carbén, en un angulo de incidencia de
aproximadamente 300, rotando la muestra. En este paso, las muestras se analizaron en el
microscopio electrénico de rastreo (MER). Luego, la superficie sombreada con platino se recubrié
con cemento plastico y la preparacién se sumergid en hipoclorito de sodio (3%), para digerir la
materia organica. Una vez digerido el espécimen, la nueva superficie expuesta se recubrié con
carbon, se disolvié el plastico en acetona, de manera que las réplicas de carbén-platino-carb6n se
liberaron y fueron recogidas sobre rejillas para microscopia electronica. Este método fue disefiado
por el doctor Hiroshi Akahori y se ha descrito en detalle (12).

d. Cortes ultrafinos: La otra porcién de cada muestra deshidratada se embebié en resma (spurr) y se

cortd en un ultramicrétomo (Sorval MT-28) las secciones finas (50 a 90 nm de espesor), se
recogieron sobre rejillas, se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se analizaron al MET.
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RESULTADOS

De las 28 cepas de Campylobacter estudiadas, 26 (93%) presentaron una morfologia normal, o sea, que
mas del 90 por ciento de las células observadas en cada uno de esos especimenes, correspondia a los
tipos morfolégicos 2 y 3 (Fig. 1). Empero, 2 (7%) de las muestras se consideraron anormales, ya que
aproximadamente un 25 por ciento de las células observadas correspondia a formas alargadas (Fig. 2).
Una de esas cepas se normalizd hacia el segundo o tercer pasaje, pues el porcentaje de células
alargadas disminuyé a menos del 5 por ciento. La otra cepa, aln en el tercer pasaje, conservaba una
alta proporcion de formas alargadas.

No obstante la alteracion morfolégica observada, en las cepas provenientes de esos dos casos, su
historia clinica no registraba que hubiesen recibido ningln tipo de tratamiento antimicrobiano previo a la
toma de la muestra. Sin embargo, los Campylobacter filamentosos hallados en las muestras de esas dos
pacientes, son morfolégicamente similares a las células observadas aiando cepas morfolégicamente
normales de esta bacteria, se cultivan en medios liquidos conteniendo ampicilina, como las que se
muestran en la Figura 3.

Por otra parte, 4 (14%) de las cepas que habian presentado una morfologia nomal en el primocultivo
sufrieron alteraciones hacia el segundo pasaje, transformandose una gran proporcion de las células en
estructuras esferoides o cocoides, como se ilustra en la Figura 4.

En las muestras con predominio de formas esferoides, fue posible observar células con una morfologia
intermedia entre la estructura normal y las cocoides. Segun el grado de evolucion de esas formas
intermedias, pueden aparecer estructuras con aspecto de raqueta o de pera (Fig. 5). Ademas, en los
cortes ultrafinos, esas formas intermedias aparentemente presentan una concentracion de citoplasma en
uno de sus extremos, quedando el otro extremo vacio (Fig. 6). En los cortes transversales, aparecen
estructuras vacias, en las que puede identificarse la pared bacteriana, pero no aparece citoplasma; es
posible que esas estructuras correspondan a los extremos vacios de las formas intermedias.

En las réplicas de platino, se estudio la superficie externa del Campylobacter encontrandose que esa
superficie aparece surcada por una serie de estrias profundas, que le confieren un aspecto cerebriforme.
Sin embargo, en las formas filamentosas esos pliegues son inconspicuos, dandole una apariencia mas
lisa a la bacteria. Por otra parte, las formas cocoides presentan menos surcos, pero mas profundos,
ademas de un crater central y un solo flagelo.

DISCUSION

Las observaciones realizadas, confirman la existencia de cuatro tipos morfoldgicos en Campylobacter.
Ademas, se encontraron dos tipos de alteraciones que aparentemente ocurrieron espontaneamente: La
primera consiste en un predominio de formas filamentosas policurvadas, morfolégicamente similares a
las observadas cuando las bacterias se cultivan en presencia de ampicilina. Es posible que en la génesis
de esas formas filamentosas, intervengan algunas drogas antimicrobianas; sin embargo, esto no se pudo
confirmar.

La segunda alteracion encontrada fue la transformacion de células normales a
estructuras cocoides; fenémeno que ya habia sido descrito en Campylobacter y
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que se ha asociado a cultivos viejos. Aparentemente, esas células esferoides son formas degeneradas,
cuya evolucion se inicia con una concentracion de citoplasma en uno de los extremos de la bacteria. El
hecho e que las formas cocoides presenten un solo flagelo parece reforzar esta posibilidad. En la Fi
gura 7 se muestra un esquema de la posible esferopoyesis del Campylobacter.

Es posible que al menos la transformacion cocoide se deba a un proceso degenerativo, que podria estar
asociado con el envejecimiento de la cepa cultivada in vitro, aunque también podria tratarse de una
estructura de resistencia. Esto plantea una serie de interrogantes sobre la virulencia y resistencia de

esas cepas cocoides, lo que debe evaluarse mediante inoculaciones experimentales en animales de
laboratorio.
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ABSTRACT

The morphology of 28 strains of Campylobacter fetus ssp jejuni was evaluated, by
scaning and transmission electron microscopy, using negative staining, thin
sections, cromium shadowing and platinum replicas. The study was made with the
first isolate and in three sub-cultures. Two alterations were found: two strains
exhibited a spiral morphology; one of these was normalized at the second culture.
The other alteration consisted of coccoid forms, observed in 4 (14%) of the analized
specimens: a possible mechanism for the coccoid alteration is described.
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Microfotografias electronicas de transmision. Réplicas de platino de Campylobacter A. Forma monocurvada o en “C”
B. Forma bicurvada o en “S”. (Barra = 0.5 um)
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Microfotografia electrénica de rastreo. Formas alargadas o espirales de Campylobacter,
obtenidas de un primo-aislamiento en agar de Butzler. (Barra = 2 um)

Microfotografia electronica de transmision. Tincion netativa de una cepa de Campylobacter cultivada en caldo de tioglicolato con 30
ug/ml de ampicilina. Se observan dos bacterias filamentosas policurvadas formando una “L” invertida y dos bacterias
aparentemente normales adosadas a una de las bacterias alteradas. (Barra = 1 um)
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Microfotografia electrénica de transmisién. Réplica de platino de una forma cocoide de Campylobacter. Se observan algunos surcos
profundos y un crater central en la superficie de la bacteria; ademas, aparece un flagelo doblado sobre si. (Barra = 0.5 um)

Microfotografia electronica de transmision. Tincién negativa de Campylobacter.
Aparece una forma intermedia con aspecto de raqueta (Barra = 0.5 um)
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Microfotografias electrénicas de transmision. Corte ultrafino de Campylobacter. A. Se observa una célula con un extremo globoso
hacia el cual comienza a desplazarse el citoplasma. B. Célula con aspecto periforme, con un extremo vacio, ya que el citoplasma
se ha desplazado hacia el otro extremo. (Barra = 0.2 um)
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Esquema del posible m ismo de for ién de las estructuras cocoides de Campylobacter
{Para mds detaliss ver gl texto)
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