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ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion delatincion de Hucker para
la busqueda rutinaria de Campylobacter sp
en € estudio de un sindrome diarreico agudo*

LEONARDO CHANQUEO C., PATRICIA GARCIA C,
EUGENIA LEON C.y ANTONIETA BLUF.3

Evaluation of Hucker stain as Campylobacter sp screening detection during
an acute diarrhea disease*

Campylobacter infection is one of the most frequent causes of gastroenteritisin the world and the
third in Chile according to some studies. The routinary culture for Campylobacter in our country is
not performed because of its high cost, and it is known, that the Hucker stain is a reasonable
screening aternative. The objective of this study was to know the utility of the Hucker stain and
estimate the frequency of Campylobacter in stool samples. A total of 5,750 stool samples received in
the Catholic University Health Net Microbiology Laboratories, from March 2002 to May 2004, were
studied with conventional stool culture and Hucker stain. In order to validate the Hucker stain with
culture, during one month, all the stool samples were also studied with Campylobacter culture, with
35% sensitivity and 100% specificity. In 115/5.750 samples (2%), curved bacilli suggesting
Campylobacter were observed by Hucker stain, and another 233 enteropathogens (4%) which
corresponded to: 151 Salmonella sp, 55 Shigella sp, 25 enterohemorrhagic E coli, and 2 Yersinia sp
were isolated. When analyzing the patients in whom the Hucker stain was positive, 62.2% were
younger than 5 years and of these, 63.8% were infants. We conclude that the Hucker stainisasimple
and specific method, athough not very sensitive, that allows us to increase the yield of diagnosing
enteric pathogens in a 33%. Campylobacter sp was in the second place after Salmonella sp in stool
samples, and most frequent in young children. The active search for Campylobacter by means of
culture is fundamental in the diagnosis of acute diarrhea.
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Introduccion nes de infecciones por Campylobacter a afio,

asociadas con 13.174 hospitalizaciones y 124

Lainfeccion por Campylobacter sp es una de
las etiologias mas comunes de gastroenteritis en
el mundo, siendo en paises desarrollados 2 a 7
veces mas frecuente que infecciones por Salmo-
nella sp, Shigella sp o Escherichia coli O157:
H7%. En E.U.A. seestiman alrededor de 2,4 millo-

muertes®3, En Latinoaméricalafrecuenciarelati-
va de aislamiento de Campylobacter sp en
gastroenteritis aguda es de 5-20%* y en Chile, en
estudio efectuados hace 20 afios, ocupaba el
tercer lugar entre las diarreas agudas de causa
bacteriana en nifios bajo 2 afios de edad™®.
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El primer reconocimiento de la infeccién por
Campylobacter fue reportado a principios del
siglo XX, inicialmente conocido como Vibrio
fetus (Campylobacter fetus), siendo agente cau-
sal de abortos sépticos en ovejas y vacuno. En
1947 V. fetus fue reportado como causa de
aborto en mujeres y como patdégeno oportunista
en huéspedes inmunocomprometidos. En la dé-
cada de los “70 se desarrollaron medios selecti-
vos adecuados para su aislamiento, siendo reco-
nocido desdelos “80 como unacausaimportante
de enfermedad gastrointestinal®.

El espectro clinico de la enteritis por Campy-
lobacter va desde diarrea acuosa, sin sangre, a
sindrome disentérico con dolor abdominal y fie-
bre, tipicamente autolimitada e indistinguible de
infecciones gastrointestinal es causadas por otros
enteropatdgenos como Salmonella sp, Shigella
sp y Yersinia sp. Se describen complicaciones
locales que resultan de la propagaci én directa del
tracto gastrointestinal (colecistitis, pancreatitis,
peritonitis, etc.), extraintestinales (osteomielitis,
endocarditis, etc.) y post infecciosas (sindrome
de Guillain Barré, uveitis, anemia hemolitica,
etc.)".

La infeccién por Campylobacter sp es usual-
mente esporédica, y se desarrollapor el consumo
de alimentos mal cocidos, fundamentalmente de
carne de pollo y otras especies’.

Campylobacter sp es un bacilo gramnegativo,
curvo o en formade S o gaviotade 0,2 - 0,9 um
deanchoy 0,5 - 5 um delargo, microaerdfilo, no
esporulado y mévil gracias a la presencia de un
flagelo polar en uno o ambos extremos’. Se
encuentra ampliamente distribuido en el ambien-
te, en una gran variedad de animales domésticos
y silvestres, y en Chile se ha descrito hasta en
25,7% de las aves.

El género incluye varias especies, siendo C.
jejuni subsp jejuni y C. coli los méas frecuente-
mente aislados en infecciones humanas, aunque
Se reportan otras especies menos comunes como
C. upsaliensist, C. fetus y otros. Se ha descrito
en Sudaméricay en Chile como patégeno emer-
gente a C. jgjuni subsp doylei, causante de dia-
rrea secretora agudat>®2,

En nuestro pais no serealiza el cultivo especi-
fico para Campylobacter en formarutinaria dado
el alto costo en el laboratorio; requiere de medios
selectivos eincubacion en microaerofiliaa42° C.
Se harecomendado como alternativa de diagnos-
tico presuntivo rapido, de buen rendimiento y
bajo costo, €l uso de latincién con cristal violeta
de Hucker, que de acuerdo a datos nacionales
tiene una sensibilidad de 80% y valor predictor
positivo de 56%.

El objetivo de este estudio fue evaluar la sen-
sibilidad y especificidad de la tincion de Hucker
en muestras de deposiciones y su utilidad como
una estrategia de bajo costo en € diagnostico de
infeccion entérica por Campylobacter sp.

Material y M étodos

Se estudiaron en forma prospectiva todas las
muestras de coprocultivos recibidas en el Labo-
ratorio de Microbiologia de la Red de Salud UC
desde marzo del 2002 amayo del 2004. En estas
muestras, ademas del coprocultivo convencional
se redizd la busgueda de Campylobacter por
tincién de Hucker, segln lo descrito por
Vaenzuelay col®.

Las muestras se transportaron en medio Cary
Blair (Eurotubo®, 1.A.S.A, Espafa) y fueron
sembradas en agar Hektoen (Biomerieux®, Ha,
MO), Mac Conkey (Biomerieux®, Ha, MO) y
caldo selenito con resiembra en Hektoen después
de incubar durante 16 horas a 35° C*. En mues-
tras procedentes de pacientes bajo 10 afios de
edad se agregd siembra en agar Mac Conkey/
sorhitol (Laboratorios LINSAN®) .

Junto con la siembra en medios de cultivo, se
realiz6 un frotis que fue tefiido con partesiguales
de cristal violeta de Hucker y bicarbonato de
sodio a 1% durante uno a dos minutos. Las
l[&minas fueron leidas con un aumento de 100x y
se considerd positiva la presencia de formas
espirilares semejantes a gaviotas. Si después de
revisar 50 campos no se observaron estas for-
mas espirilares, se consideré la ldmina como
negativa (Figura 1).

Por métodos convencionales'” se identifico
Salmonella sp, Shigella sp y Yersinia sp. En
muestras correspondientes a nifios bajo 10 afios
de edad se agreg6 la busgueda de E. cali entero-

visualizados mediante tincién de Hucker.

243



Tincion de Hucker para la busqueda rutinaria de Campylobacter sp - L. Chanqueo C. et al.

Tabla 1. Validacién delatincién de Hucker mediante cultivo de Campylobacter

Cultivo de Campylobacter

Positivo Negativo Total
Tincion Positiva 6 0 6
de Negativa 10 148 158
Hucker Total 16 148 164

Sensibilidad: 6/16 = 37,5%; Especificidad: 148/148 = 100,0%

hemorréagica (ECEH) serotipos 026, 0111, 0157
y O55 utilizando antisueros PROBAC® (Produc-
tos bacteriologicos LTDA, Brasil). Toda agluti-
nacion positiva en lamina se confirmé en tubo,
seglin las recomendaciones del Instituto de Salud
Publicade Chile.

Dado el ato costo del cultivo de Campy-
lobacter, fundamentalmente por el uso de agar
selectivo y generador de microaerofilia ($ 3.000-
US 5.0) que se agregan al costo del coprocultivo
convencional, no fue posible estudiar todas las
muestras mediante cultivo. Por este motivo se
disefio una estrategia que permitiera validar la
tincion de Hucker. Para esta validacion serealizd
en forma prospectiva y solo durante un mes,
cultivo de Campylobacter a todas las muestras
de deposicionesrecibidas en el laboratorio. Fue-
ron sembradas en medio selectivo (agar Skirrow)
y se incubaron a 42° durante 48 horas en am-
biente microaerdfilo. Laidentificacion de especie
serealizé mediantetincion de Gram delacolonia,
oxidasae hidrélisisdel hipurato.

Sereviso laedad de todos | os pacientes cuyas
muestras resultaron tener cultivos positivos.

Resultados

La validacion de la tincion de Hucker con el
cultivo de Campylobacter sp se obtuvo en 164
muestras de coprocultivos recibidas durante un
mesen el Laboratorio de Microbiologia. En 16 de
estas muestras se cultivd Campylobacter, de los
cuaessilo en 6 latincidn de Hucker fue positiva,
mostrando una sensibilidad de 37,5% y especifi-
cidad de 100% (Tabla 1). Todos los aislamientos
de Campylobacter correspondieron alaespecie
jejuni.

Del total de 5.750 muestras recibidas para
coprocultivo, en 115 (2%) se observaron bacilos
curvos sugerentes de Campylobacter sp por
tincion de Hucker; en ninguna de éstas hubo
desarrollo de otros enteropat6genos. Ademas se
recuperaron 233 enteropatdgenos (4%) que co-

244

Tabla 2. Enteropatdgenos aislados en 5.750 mues-
tras de deposiciones y rendimiento del coprocultivo

Enter opatogenos Total (%)
Salmonella sp 151 (2,62%)
Enteritidis 71
Montevideo 23
Typhimurium 30
Paratyphi B 15
grupo B 7
grupo D 4
grupo E 1
Shigella sp 55 (0,95%)
S. sonnel 44
S flexneri 11
E. coli enterohemorrégica 25 (0,43%)
026 15
0157 10
Yersinia enterocolitica 2 (0,03%)
Total enteropatégenos 233 (4%)
Tinciones Hucker (+) 115 (2%)
Total 348 (6%)

rrespondieron a 151 Salmonella sp (2,62 %), 55
Shigella sp (0,95%), 25 ECEH (0,43%) y 2
Yersinia sp (0,03%), cuyas especies se especifi-
canen Tabla2.

El promedio de edad de los pacientes con
aislados de enteropatdgenos en muestras de de-
posiciones fue de 22,5 afios (rango 0 - 89 afios)
para Salmonella sp, 13,4 afios (rango O - 78 afios)
para Shigella sp, 1,8 afios (rango 0-7 afios) para
ECEH y de 1,5 (rango 0 a 3 afios) para Yersinia
sp. En los pacientes con tincion de Hucker posi-
tivael promedio de edad fue 10,3 afios (rango de
3 meses a 74 afos), y 72 muestras (62,6%)
correspondieron anifios bajo 5 afios de edad y de
éstas 46 (63,8%) a lactantes.
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Discusion

Dadalaimportanciaclinicade lainfeccion por
Campylobacter sp en el hombre, es fundamental
el aislamiento de este enteropatdgeno en mues-
tras de deposiciones; por esto en paises con
mayores recursos materiales como E.U.A. hasta
97% de loslaboratorios realizan en formarutina
ria busqueda de Campylobacter sp en deposicio-
nes®; en estos paises se ha trabajado en las
herramientas Optimas para la deteccion de
Campylobacter sp, utilizando medios selectivos,
medios selectivos con membranas de filtracion,
incubacién en microaerofilia enriquecida con hi-
drogeno y técnicas de biologia molecular con
aplicacion de RPC en deposicionest®?, Los me-
dios selectivos, con 0 sin membranas de filtra-
cion, serian los métodos Optimos para la detec-
cion de Campylobacter sp en muestras de depo-
siciones, aungue no permitirian el aislamiento de
especies menos comunes como C. upsaliensisy
C. hyointestinalis®2. Las técnicas de RPC, que
constituyen una metodol ogia rgpiday més sensi-
ble en la deteccidn de especies menos comunes,
son impracticables en paises en desarrollo, por
su ato costo y |aboriosidad®.

En los laboratorios en que se realiza de rutina
la deteccién de Campylobacter, el cultivo en
medio selectivos en microaerofilia e identifica-
cion posterior por métodos fenotipicos es el
método habitual. Debido al costo y demora del
cultivo de Campylobacter, desde hace algunos
afnos han surgido estrategias rapidas y de bajo
costo para el diagndstico precoz de éste patdge-
no, como la busqueda directa con microscopia
de contraste de fase y tincién de Gram, con
sensibilidad de 43,5 a 65,5% y especificidad de
95 a 99,4%%%; un estudio més reciente arrojé
unasensibilidad de 89%, especificidad de 99,7%
y valor predictor positivo de 97%%. Otras tin-
ciones desarrolladas, como latincion con fucsina
basi ca 1% demuestra ser superior alatincién de
Gram con una sensibilidad de 94% y valor
predictor positivo de 86%, y latincion con Cris-
tal violeta de Hucker con una sensibilidad 80%?.

La tincion de Hucker en nuestro estudio de-
mostré una baja sensibilidad (37,5%), con una
especificidad de 100%, siendo un método rapido,
sencillo y de bajo costo. Sin embargo, es opera-
dor dependiente y no supera a cultivo para la
blsqueda de este patégeno. Ademés es impor-
tante el aislamiento de Campylobacter sp en el
estudio de un sindrome diarreico agudo, no sélo
para conocer la especie involucrada, sino tam-
bién pararealizar |os estudios de susceptibilidad,
dada la resistencia creciente que ya se describe

en algunos paises frente a algunos antimicro-
bianos, como ciprofloxacinay eritromicina?’?°.

La blsqueda activa de Campylobacter sp a
travésdel cultivo esfundamental parael diagnés-
tico, permitiendo aumentar el aislamiento de
patdgenos entéricos. En nuestro estudio, a pesar
de la bgja sensibilidad de la tincion de Hucker,
éstapermitio incrementar ladeteccion de enteropa
tégenos en 33%, aumentando el rendimiento glo-
bal del método bacteriol dgico hasta en 6%.

Este patégeno ocupael segundo lugar después
de Salmonella sp en las muestras de deposicio-
nes recibidas para coprocultivo en nuestro labo-
ratorio, concentrandose en edades tempranas de
lavida, principalmente bajo los5 afiosde edad. Si
consideramos labajasensibilidad delatincién de
Hucker, y larealizacion derutina de coprocultivo
con busgueda de Campylobacter, este patégeno
seriaprobablemente el masimportante en el estu-
dio de un sindrome diarreico agudo.

Nuestro trabajo demuestra, por tanto, que es
necesario considerar la busqueda rutinaria de
Campylobacter sp en el estudio de un sindrome
diarreico agudo, ya sea a través de la tincion de
Hucker o, mejor alin, a través del cultivo. Este
ultimo, ademas de presentar unamejor sensibili-
dad que latincién, permite determinar la especie
y susceptibilidad de este enteropatégeno alos
antimicrobianos.

Creemos que es importante conocer la real
prevalenciadelainfeccidn por Campylobacter en
nuestro medio en poblacién adultay pediatricade
forma prospectiva y con un adecuado grupo
control.

Resumen

La infeccién por Campylobacter sp es una de las
etiologias mas comunes de gastroenteritis en el
mundo, y en Chile ocuparia €l tercer lugar entre las
diarreas bacterianas en lactantes, segin estudios
previos. En nuestro pais € cultivo no se redliza
rutinariamente por su alto costo econémico, siendo
conocido que la tincién de Hucker puede ser una
buena alternativa de pesquisa. El objetivo del estudio
fue conocer la utilidad de la tincién de Hucker y
estimar la frecuencia de Campylobacter sp en
muestras de deposiciones. Se estudiaron 5.750
muestras de coprocultivos recibidas en el Labo-
ratorio de Microbiologia de la Red de Salud UC
entre marzo del 2002 y mayo del 2004, en las cuales
se realizd coprocultivo convencional y tincion de
Hucker. Para la validacion de la tincion de Hucker
con el cultivo se sembrd durante un mes todas las
muestras para la busqueda de Campylobacter sp,
encontrando una sensibilidad de 37,5% y espe-
cificidad de 100%. En 115/5.750 muestras (2%) se
observaron bacilos curvos sugerentes de Campylo-
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bacter sp por tincion de Hucker y se aislaron otros
233 entero patdgenos (4%) que correspondieron a:
Salmonella sp (151), Shigella sp (55), Escherichia
coli enterohemorragica (25) y Yersinia sp (2). Delas
tinciones de Hucker positivas 62,6% correspon-
dieron a nifios bajo 5 afios y de éstas 63,8% a
lactantes. Concluimos que la tincion de Hucker en
un método sencillo y especifico, aunque poco
sensible, que permite aumentar el rendimiento de la
deteccion microbioldgica de patdgenos entéricos
en 33%. En este estudio, Campylobacter sp ocup6
el segundo lugar después de Salmonella sp en
muestras de deposiciones enviadas para cultivo,
concentrandose en edades tempranas de la vida. La
blsqueda activa de Campylobacter sp por medio
del cultivo especifico es fundamental para el
diagnostico etiolégico de un sindrome diarreico
agudo.
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