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Funoamento: Determinar la presencia de factores de
virulencia (adhesion, invasién, citotoxicidad y actividad
hemolitica) y establecer la existencia de
patovariedades (fenotipos de virulencia) en cepas de
Campylobacter jejuni aisladas en pacientes pediatricos
con diarrea inflamatéria, diarrea secretora y
portadores.

Merooos: Se han analizado 95 cepas procedentes de
48 pacientes con diarrea inflamatoria (sangre y moco
en heces), 30 pacientes con diarrea secretora (liquida
0 acuosa} y 17 cepas aisladas en niflos asintomaticos
(grupo control). El estudio de la capacidad de
adherencia, invasién y citotoxicidad se ha realizado en
la linea celular Hep-2 y el analisis de la actividad
hemolitica en placas de agar sangre con un 5% de
sangre de carnero. Las patovariedades se han definido
utilizando Ia adhesion celular (fenotipos Ay a) y la
citotoxicidad (fenotipos E y e).

Resuttapos: El 29,1% de las cepas procedentes de las
diarreas inflamatorias se han mostrado adherentes: el
66.6%. invasivas; el 64,5%, citotéxicas, y el 52,1%,
hemoliticas. En el grupo de las diarreas secretoras los
valores obtenidos han sido del 70, 20, 10 y 6,6%:;
mientras que en el grupo control, del 11,7%
(adherencia) y 5,8% linvasién). Se han obtenido datos
estadisticamente significativos para las cepas
secretoras en su caracter adherente y en las cepas
inflamatorias en su capacidad de invasién,
citotoxicidad y hemdlisis. De las diferentes
patovariedades destaca que el fenotipo Ae predomina
en las cepas secretoras y el fenotipo ae en las cepas
del grupo control. No se ha observado una
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patovariedad predominante en las cepas inflamatorias.
Concuusiones: El estudio de los factores de virulencia
permite establecer el comportamiento patogénico de
las cepas de C. jejuni aisladas en las heces de
pacientes con diarrea. El estudio de la adherencia y
citotoxicidad (patovariedades) puede utilizarse como
marcadores de virulencia y predecir el comportamiento
inflamatorio o secretor de la virulencia por C. jejuni.

Palabras clave: Campylobacter jejuni, Factores de virulencia.
Patovariedades. Diarrea inflamatoria. Diarrea secretora.

Presence of virulence factors and pathovars in
Campylobacter jejuni strains isolated from patients
with diarrhea and healthy children

BackGrounp: To study the prevalence of virulence
factors (adhesion, invasion, citotoxicity and hemolytic
activity) and to establish the presence of pathovars
(virulence phenotype) in C. jejuni strains isolated in
pediatric patients with inflammatory and secretory
diarrhea and asymptomatic carriers.

Mernops: We analyzed 95 strains of 48 patients with
inflammatory diarrhea (blood and mucus in feces), 30
patients with secretory diarrhea (watery) and 17
strains isolated in asymptomatic children {control .
group). The study of adherence capacity, invasion and
cytotoxicity was maked in the Hep-2 cell line, and the
analysis of hemolytic activity in blood agar plates with
a 5% sheep’s blood. The pathovars were defined by
the cellular adhesion (phenotypes A and a) and the
citotoxicity {phenotypes E and e).

Resuurs: 29.1% of inflammatory strains presented
adherence capacity, 66.6% were invasive, 64.5%
cytotoxic and 52.1% hemolytic. In the secretory
strains the values were 70, 20, 10 and 6.6%
respectively; in the control group the 11.7% presented
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adherence capacity and 5.8% were invasive. We
obtained difference statistically significative for the
secretory strains in the adherence capacity, and in
inflammatory strains in the adherence capacity,
cytotoxicity and hemolysis. The phenotype Ae
predominate in the secretory strains, and the
phenotype ae in the strains belonging to the control
group. No pathovar predominates in the inflammatory
strains.

ConcLusions: The analysis of virulence markers permit
us to establish the pathogenic behaviour of the

C. jejuni strains isolated in patients with diarrhea. The
study of the adherence capacity and cytotoxicity
{pathovars) would be used as a virulence markers and
to predict the inflammatory or secretory nature of the
diarrhea caused by C. jejuni strains.

Key words: Campylobacter jejuni. Viruience factors.
Pathovars. Inflammatory diarrhea. Secretory diarrhea.

Los diferentes estudios epidemiolégicos realizados
sobre las gastroenteritis causadas por Campylobac-
ter jejuni han apuntado la posibilidad de que exis-
tan importantes variaciones en el comportamiento
patogénico (marcadores de virulencia) entre las ce-
pas de distintas zonas geograficas. Asi, en los pai-
ses desarrollados la mayoria de pacientes presen-
tan una colitis inflamatoria caracterizada por la
presencia de abundantes leucocitos (78-93% de ca-
s0s) y sangre macroscépica en heces (60-65%
casos)'3. Por el contrario las diarreas producidas en
pacientes pertenecientes a paises en vias de desa-
rrollo y zonas tropicales se caracterizan por ser de
tipo no inflamatorio y de predominio secretor (cole-
riformes). Ademas de ello, en estos paises las tasas
de portadores asintomaéticos son muy elevadas y cer-
canas al 39%"4, fenémeno que no ocurre en los pai-
ses desarrollados (< 5% portadores)'2.

Todo esto hace pensar en la posibilidad de que las
cepas de C. jejuni puedan expresar o modular sus
distintos factores de virulencia en funcién de las ca-
racteristicas inmunolégicas del paciente, las expo-
siciones repetidas pueden determinar un cierto gra-
do de inmunidad5, o que coexistan dos grupos
patogénicos distintos en estas cepas. Uno de ellos
seria preferentemente de tipo adherente-invasor y
produciria diarreas de tipo inflamatorio, y el otro
seria de tipo enterotoxigénico, dando lugar a dia-
rreas secretoras*s,

Debido a que apenas existen en nuestro pais es-
tudios sobre la presencia de los distintos factores de
virulencia en cepas de C. jejuni, hemos realizado un
andlisis de éstos en las cepas aisladas en pacientes
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con diarrea inflamatoria y secretora, asi como en
un grupo de control asintomético en un intento de
comprobar el predominio de alguno de ellos en un
determinado tipo de diarrea.

Pacientes y métodos

Se ha estudiado la presencia de diferentes factores de
virulencia en 78 cepas de C. jejuni aisladas en pacientes
pediatricos con diarrea. De ellos, 48 presentaron una dia-
rrea de tipo inflamatoria y 30 un proceso diarreico de tipo
secretor. Asi mismo se han estudiado estos mismos facto-
res de virulencia en 17 cepas aisladas en niitos sanos (por-
tadores asintomdticos) estudiados por motivos clinicos no
relacionados con ningin proceso diarreico (grupo control).

Se ha considerado como diarrea inflamatoria aquella
en la que se observaba la presencia de moco y sangre ma-
croscépica en heces y se asociaba en ocasiones a dolor ab-
dominal en la zona periumbilical y/o fiebre. Por el con-
trario, la diarrea secretora se ha definido como aquelia
en que la consistencia de las heces era liquida y abundante
sin moco ni sangre. Las cepas del grupo control (portado-
res asintométicos) se han obtenido del estudio de diferen-
tes poblaciones infantiles sanas que acudieron al hospi-
tal por motivos diferentes a los procesos diarreicos y todos
ellos carecian de antecedentes gastrointestinales recientes.

Todas las cepas han sido aisladas en el proceso rutina-
rio de las heces para estudio de la presencia de enteropa-
tégenos y su identificacién en cuanto a especie se ha rea-
lizado siguiendo los criterios bioquimicos convencionales
para este grupo bacteriano®.

Los factores de virulencia analizados han sido la capa-
cidad de adhesién o adherencia, invasibilidad y citotoxi-
cidad sobre las células Hep-2 crecidas en monocapas de
1 cm de didmetro (tubos tipo shell-vial; Vircell, Ingelheim
Diagnostica) y la actividad hemolitica sobre hematies de
carnero.

Para el anilisis de los factores celulares se ha seguido
el protocolo recomendado por Fauchere et al’, con algu-
nas modificaciones, consistente en realizar una suspen-
sidén de las diferentes cepas, a partir del crecimiento ob-
tenido en placas de agar sangre incubadas 48 horas en
una atmésfera microaeréfila, en 2 tubos que contenian
3 ml de tampén fosfato-salino (pH, 7,2) hasta obtener una
concentracién ajustada al valor 10 de la escala de Mac-
Farland (3x10° ufe/ml). Uno de los tubos se utiliza si-
multdneamente para el estudio de la actividad adheren-
te e invasibilidad, mientras que el segundo se reserva para
el anadlisis de la citotoxicidad de las cepas sobre las célu-
las Hep-2.

Para el estudio de la capacidad de adherencia bacteria-
na (adhesividad) se afiaden 200 pl de la suspensién bac-
teriana a 2 tubos shell-vial de células Hep-2 y se mantie-
nen durante 1 hora en atmésfera ambiental a 37 °C en
posicién vertical para favorecer el proceso de adhesién bac-
teriana a la superficie celular. Transcurrido este periodo
de tiempo se decanta el contenido de un shell-vial, se lava
la monocapa con PBS (pH, 7,2) dos veces y se fija con ace-
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TABLA 1. Principales factores de virulencia detectados en las cepas de Campylobacter jejui

Tipo de diarrea Valores de p*

Factor Inflamatoria Secretora Sanos Inflamatoria {rente Inflamatoria Secretora
tn=48) (n=30) (n=17 a secretora frente a sanos |frente a sanos
Adherencia 14129,D 21 (70) 2011, 0,001 0.269 0,0004
Invasién 32 (66.6) 6 (20) 1 (5,8) 0,0002 0.0001 0,3789
Citotoxicidad 31 164.5) 3 (10) 0 0.0001 0.0001 0,4675
Hemélisis 251132,1) 2 (6,60 0 0,0001 0.0005 0,7369

*Obtenidos mediante la prueba de ji al cuadrado.
Los valores entre paréntesis corresponden al porcentaje.

tona a —20 °C durante 10 minutos. Posteriormente se t;-
fien las menocapas con el colorante Giemsa durante 10-
15 minutos ¥ se examinan al microscopio 6ptico a 1.000
aumentos para observar y establecer el grado de adhe-
rencia bacteriana a las células. Se ha considerado una
cepa como adherente si se podian detectar mds de 10 bac-
terias/célula.

Para el estudio de la capacidad invasiva (invasibilidad)
de las cepas se decanta el segundo shell-vial, se lava dos
veces con PBS, se afiaden 200 xl de MEM (minimal esen-
tial medium) (Vircell) ¥ se deja incubar durante 3 horas
a 37 °C para permitir la penetracién e invasién bacteria-
na. Posteriormente se decantan los tubos, se lavan x 2
con PBS y se fijan las monocapas con acetona a -20 °C
durante 10 minutos. Se tifien las monocapas con el colo-
rante Giemsa durante 10-15 minutos y tras el secado se
establece la capacidad de invasién de la cepa por obser-
vacién con el microscopio 6ptico a 1.000 aumentos. Se ha
considerado una cepa como invasiva si se observaba un
minimo de 10 bacterias/célula.

El estudio del efecto citotéxico (citotoxicidad) se ha rea-
lizado a partir del segundo tubo que contiene la suspen-
si6én de la cepa, para ello se ha centrifugado a 2.500 rpm
durante 20 minutos a 4 °C y se filtra posteriormente el
sobrenadante a través de un filtro Millipore de 0,45 u. Del
filtrado se afiaden 200 xl a un shell-vial de células Hep-2
y se deja incubar durante 24 horas a 37 °C en atmésfera
ambiental. Transcurrido este tiempo se realiza la lectu-
ra del efecto citotéxico (destruccién de la monocapa celu-
lar) en un microscopio invertido a 10 y 20 aumentos con
y sin el colorante trypan blue. El efecto citotéxico se con-
firma mediante la fijacién de la monocapa con acetona,
tincién con el colorante Giemsa y observacién en el mi-
croscopio éptico.

El estudio de la actividad hemolitica de las cepas se ha
realizado sembrando las mismas en placas de agar san-
gre con un 5% de sangre de carnero o incubadas durante
48 horas a 37 °C en una atmésfera de tipo microaerdéfila.

Para la definici6n de las diferentes patovariedades se
han utilizado los factores de virulencia recomendados por
Fauchere et al’8, es decir, 1a adhesién celular (adhesivi-
dad)y citotoxicidad (efecto citotéxico) sobre la linea celu-
lar Hep-2. Se ha designado a la presencia del primero de
ellos como fenotipo A y su ausencia como fenotipo a; y
ala presencia del segundo como fenotipo E y su ausencia
como fenotipo e. Con ello se ha podido establecer la exis-
tencia de las cepas de C. jejuni de cuatro patovariedades
correspondientes a los fenotipos AE, Ae, aE y ae.
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Para el andlisis estadistico de los resultados se ha uti-
lizado el test de ji al cuadrado con la correlacién de Yates
en los casos que ha sido preciso.

Resultados

En el grupo de pacientes con diarrea inflamato-
ria, el 29,1% de las cepas presentaban capacidad de
adhesion a las células Hep-2, el 66,6% eran invasi-
vas, el 64,56%, citotéxicas, y el 52,1% de las cepas
se mostraban como hemoliticas. En el grupo de pa-
cientes con diarrea secretora los porcentajes de de-
teccién fueron del 70, 20, 10 y 6,6%. Se han obser-
vado diferencias estadisticamente significativas en
la capacidad de adhesién de las cepas secretoras
(p<0,001)y en la invasividad (p < 0,0002), citotoxi-
cidad (p <0,0001) y hemélisis (p<0,001) de las ce-
pas inflamatorias (tabla 1). Las 17 cepas proceden-
tes del grupo control se mostraron adherentes en el
11,7% e invasivas en el 5,8%, no detectindose nin-
guna cepa con actividad citot6xica ni hemolitica. En
relacién con las cepas control, las cepas inflamato-
rias se han mostrado més invasivas, citotéxicas y
hemoliticas, mientras que las cepas secretoras sélo
se han comportado como m4s adherentes.

En relacién con las diferentes patovariedades, de
las 48 cepas inflamatorias 12 (25%) presentaron el
fenotipo AE, 2 (4%) Ae, 17 (35,5%) aE y 17 (35,5%)
ae. En las cepas secretoras los porcentajes fueron:
AE, 6,6%; Ae 63,3%; aE, 3,3%, y ae, 30%; y en las
cepas control: Ae, 11,7% y ae, 88,3% (tabla 2). No
se han observado diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre las cepas inflamatorias y secreto-
ras en los fenotipos AE y ae; sin embargo si hubo
diferencias en el fenotipo Ae que predominaba en
las cepas secretoras (p< 0,0001) y en el fenotipo ae
que predominaba en las cepas del grupo control
(p<0,0004). Asi mismo se han observado diferen-
cias estadisticamente significativas entre las cepas
inflamatorias y las secretoras en el fenotipo aE que
predominé en las cepas inflamatorias (p<0,002) y
el predominio del fenotipo ae en las cepas control
tanto en relacién con las secretoras (p <0,0004) como
con las inflamatorias (p < 0,0005). El estudio de es-
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TABLA 2. Patovariedades detectadas en los diferentes grupos de pacientes

. Fenotipos
Tipo diarrea Cepas
AE Ae aE ae
Inflamatoria 48 12 (25) 24,1 17 (35,5) 17 (35,5)
*p (inflamatoria frente a secretora) 0.0001 0,002 0.8
Secretora 30 2 (6,6) 19 (63,3) 1(3,3) 9 (30}
p (secretora frente a sanos) 0,7369 0.001 0.7711 0,0004
Sanos 17 21,1 0 15 (88,3}
p (inflamatoria frente a sanos) 0,0549 0.5 0,0113 0,0005

*Valores de p obtenidos mediante la prueba de ji al cuadrado. Los valores entre paréntesis corresponden al porcentaje.

tos dos factores de virulencia permite clasificar a las
cepas de C. jejuni en cuatro diferentes patovarieda-
des, comprobandose cémo las células inflamatorias
son maés citotéxicas y menos adherentes que las ce-
pas secretoras (p<0,001).

Discusion

Los diferentes estudios realizados en C. jejuni han
demostrado la presencia de varios factores de viru-
lencia probablemente implicados en los procesos dia-
rreicos®. Asi, se ha descrito la produccién de una
enterotoxina similar en estructura, receptor y me-
canismo de accién a la toxina colérica y una serie
de citotoxinas que producen efectos citotéxicos y ci-
topéaticos sobre diferentes lineas celulares®. Ade-
mas de ello, Fauchere et al”® han demostrado cémo
las cepas de C. jejuni se adhieren a la superficie de
los enterocitos (adhesividad) y posteriormente pe-
netran en su interior (invasibilidad) para dar lugar
a un proceso citopatico inflamatorio intestinal.

El estudio de la adherencia celular realizada por
nosotros sobre células Hep-2 ha mostrado cé6mo el
29,1% de las cepas inflamatorias y el 70% de las ce-
pas secretoras presentaban esta capacidad de adhe-
sién. Este dato es estadisticamente significativo y
parece indicar que las cepas secretoras precisan de
un mayor grado de adherencia previo al proceso
de sintesis de la enterotoxina. Datos semejantes han
sido descritos por Ruiz-Palacios et al'!, quienes han
observado cémo las cepas productoras de enteroto-
xina predominan en los pacientes con diarrea secre-
tora y que ademas el caricter enterotoxigénico va
ligado a la capacidad de adhesién celular. Nuestro
porcentaje global de cepas adherentes ha sido del
44,8% (35 cepas), muy inferior al comunicado por
Lindblom et al®2 en Suecia (100% de las cepas). Es
posible que existan diferencias geograficas, como ya
se ha mencionado, en la expresién de los distintos
factores de virulencia de C. jejuni. Asi, en Francia
Fauchere et al” y Fendri et al®® han observado cémo
cerca del 49% de las cepas de C. jejuni presentaban
capacidad de adherencia, pudiendo establecerse dos
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tipos de fenotipos en funcién de la capacidad de ad-
herencia celular (A y a). De este modo el 44,8% de
nuestras cepas presentarian el fenotipo A (adheren-
tes) y el 45,2% el fenotipo a (no adherentes), datos
muy semejantes a los descritos por estos autores. El
11,7% de las cepas aisladas en el grupo control tam-
bién mostraban capacidad adherente. Es posible que
este mecanismo sea el responsable del mantenimien-
to del estado de portador, a través de la adhesién de
la cepa a las células de la mucosa intestinal.

La invasibilidad es la capacidad que presentan al-
gunas cepas de C. jejuni y que les permite atrave-
sar la membrana citoplasmatica y penetrar en el
interior de la célula; esta capacidad de invasién es
un fenémeno de virulencia que predice el desarro-
llo de una posterior diarrea de tipo inflamatorio en
este microorganismo!4!5. En nuestréestudio hemos
observado como un porcentaje muy elevado (66,6%)
de las cepas aisladas en pacientes con diarrea in-
flamatoria mostraban capacidad invasiva. Por el
contrario, sélo el 20 y el 6,6% (p <0,0001) de las ce-
pas aisladas en pacientes con diarrea secretora y
portadores mostraban este marcador de virulencia.
Estos datos son més elevados que los comunicados
por Lindblom et al*2 en Suecia (39%) sin embargo,
estos autores s6lo estudian pacientes adultos y no
especifican el tipo de diarrea. Por el contrario, Ruiz-
Palacios et al'! han observado cémo el 70% de las
cepas aisladas en pacientes con diarrea inflamato-
ria presentan en sus heces cepas con capacidad in-
vasiva. Este mismo autor correlaciona los tres prin-
cipales factores de virulencia de C. jejuniy establece
que el aislamiento de una cepa invasiva pero no ad-
herente puede ser considerado como factor de ries-
go para el padecimiento de una diarrea inflamato-
ria. Aceptamos plenamente esta conclusién, dado
que hemos detectado diferencias estadisticamente
significativas en la expresién de estos dos marca-
dores de virulencia, de modo que una cepa adheren-
te se correlaciona con una diarrea secretora y una
cepa invasora con una diarrea inflamatoria.

Otro importante factor de virulencia detectado en
C. jejuni es la enterotoxina termoldbil que le da un
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caracter enterotoxigénico!®'®. Nosotros no hemos
estudiado la produccién de esta toxina pero si he-
mos analizado el cardcter citotoxico a través del es-
tudio del efecto destructivo sobre la linea Hep-2. He-
mos observado c6mo la citotoxicidad es un factor de
virulencia intimamente asociado a la capacidad de
invasién celular. De este modo, el porcentaje de ce-
pas citotéxicas (64,5%) es muy semejante al de ce-
pas invasivas (66,6%), predominando claramente en
las cepas inflamatorias. Este resultado parece de-
mostrar que tras el proceso invasivo las cepas ini-
cian una etapa de proliferacién y elaboracién de ci-
totoxinas que determina la posterior lisis celular y
el inicio de una respuesta inmune local, dando lu-
gar a un proceso inflamatorio local en el epitelio in-
testinall’1®,

Ademas de analizar !a capacidad citotéxica de las
cepas, como marcador de reaccién inflamatorio, he-
mos estudiado la actividad hemolitica de estas mis-
mas cepas en un intento de correlacionarlo con la
presencia de sangre en las heces. Al analizar este
pardmetro hemos podido observar que el 52,1% de
las cepas inflamatorias eran hemoliticas, mostran-
do este dato significacién estadistica al compararlo
con las cepas secretoras y las del grupo control.

De estos datos se desprende la existencia de un
patrén fenotipico de virulencia predominante en las
cepas de C. jejuni inflamatorias y que seria el de
una cepa invasora, citotéxica y hemolitica. Por el
contrario, las cepas secretoras sélo presentarian un
fenotipo de virulencia, el de ser cepas intensamen-
te adherentes y ademés productoras de alguna en-
terotoxina no estudiada por nosotros.

Siguiendo las recomendaciones de Fauchere et
al” y sustituyendo el efecto citopatico de la elonga-
ci6n del cultivo celular como marcador de citotoxi-
cidad, por el efecto citotéxico completo, hemos podi-
do clasificar al conjunto de las cepas estudiadas en
las cuatro patovariedades propuestas por este autor.
Asi hemos podido establecer que la patovariedad Ae
(adherente no citotéxica) predomina en las cepas se-
cretoras, y la patovariedad ae (no adherente no se-
cretora), en las cepas no patogénicas aisladas en por-
tadores asintomadticos. En el grupo de las cepas
inflamatorias no ha podido observarse una patova-
riedad predominante con significacién estadistica,
aunque el caricter citotéxico (patovariedades AE y
aE) se ha observado en el 70,5% de las cepas.

En conclusién, el estudio de la presencia de algu-
nos factores de virulencia permite predecir el com-
portamiento patogénico de las cepas de C. jejuni ais-
ladas en heces y establecer el tipo de diarrea que
ocasionaran, pudiendo iniciarse de este modo con
rapidez las medidas terapéuticas correspondientes.
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