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Abstraet: Intestinal contents of 28 laboratory-bred white mice and 6 wild-caught rats were extracted and
observed with phase-contrast and transmission electron microscopy; cultures were made in Butzler agar and
aeromones, incubated in microaerobiosis, at 37° C for 5 days. In three mice and two rats, helicoidal bacteria
were observed, with 8 to 11 periplasmic fibers and terininal branches of 8 to 11 stiuctures, similar to flagella.
In one of the rats, coronaviruslike particles were observed. Campylobacter fetus ssp. jejuni was isolated in
cultures from two mice and Aeromonas hydrophila from two rats.

La etiologia de las enfermedades diarreicas
representa una verdadera trama multicausal, en
la que suelen participar pardsitos, bacterias y
virus. El principal mecanismo de transmision de
esos agentes es la contaminacion fecal, ya sea
directamente de individuo a individuo, o bien, a
través de vectores mecdnicos o bioldgicos. Asf,
algunos agentes relacionados con Ja etio-
logia de las diarreas, se aislan de una amplia
variedad de animales, incluyendo muridos que
podrian intervenir en su epidemiologia (Kar-
mali y Fleming, 1979; Tsipori et al., 1980).

Por otra parte, tanto ratas como ratones, han
sido empleados como modelos en estudios de
ultraestructura y microecologia intestinal (Sa-
vage y McAllister, 1971; Davies er al., 1973;
Savage y Blumeshine, 1974; Davies y Savage,
1974; Chase y Erlandsen, 1976; Rozee et al.,
1982) Sin embargo, no se ha logrado cultivar
todas las bacterias observadas en ese microha-
bitat, por lo que se hace alusion a algunas de
ellas, dnicamente con base en caracteristicas
morfologicas. En este sentido, Davies et al.,
1972, clasificaron las bacterias espirilares
murinas en tres tipos morfoldgicos: 1) bacterias
semejantes a Borrelia; 2) bacterias espiri-
lares con fibras peripldsmicas; y 3) bacterias
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espirilares sin fibras peripldsmicas. Las bacterias
espirilares con fibras peripldsmicas han recibido
un interés especial, debido a la intima relacién
que tienen con la mucosa intestinal, asi como
por su curiosa morfologia (Phillips y Lee,
1983). El conocimiento de la microflora
intestinal podria complementar algunos aspec-
tos epidemiol6gicos de las enfermedades
diarreicas; también ayudaria a la comprension
de las relaciones ecologicas existentes entre la
flora indigena intestinal y el huésped.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 28 ratones blancos de un
bioterio de la Universidad de Costa Rica y 6
ratas silvestres atrapadas en el campus. Cada
animal fue sacrificado por dislocacion cervical e
inmediatamente se extrajo el intestino delgado
y se le inyectd con 2 ml de solucidon salina
estéril (NaCl 0,85%), a nivel de ileon, para ex-
traer el contenido intestinal. Ese material se
observé al microscopio de contraste de fases y
al microscopio electrénico de transmision
mediante preparaciones tefiidas con 4cido
fosfotingstico (AFT). Ademds, ese contenido
intestinal se inoculé en platos de petri con
agar de Butzler y agar-Aeromonas, los que
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Fig. 1. Bacterias espirilares, observadas en contenido
intestinal de murinos.

A. Tincidon negativa. Extremo de la bacteria con un
ramillete de apéndices semejantes a flagelos. (Ba-
ma = 0.5 #m).

B. Copia al platino. Dos bacterias con sus caracteris:
ticas fibras peripldsmicas arrolladas helicoidalmen-
te alrededor de sus cuerpos. (Barra = 1 um).

fueron colocados en jarras de anaerobiosis, con
sobre generador de GasPack sin catalizador y se
incubaron de 35 a 37°C durante cinco dias
(Phillips y Lee, 1983).

De las bacterias aisladas se estudi6é la movili-
dad en gota pendiente empleando un microsco-
pio de contraste de fases; también se hicieron
pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa, sersibi-
lidad a la cefalotina, crecimiento en glicina al 1 %
y a temperaturas de 37 y 42°C. Ademas se
tifieron con AFT y se procesaron mediante
la técnica de copias al platino, a temperatura

100 g m
TG

Fig. 2. Tincion negativa. Dos particulas pleomérficas,
similares a coronavirus (Barra = 100 #m).

Fig. 3. Copia al platino de Campylobacter, se aprecia
la forma curvada caracterfstica de esta bacteria y la su-
perficie cerebriforme de su pared (Barra = 0.5 x#m).

ambiente. Estas preparaciones se analizaron en
un microscopio electrébnico de transmisién
(Hitachi Hu-12A).

RESULTADOS
En el contenido intestinal de tres de los ra-

tones y en elde dos de las ratas analizadas se ob-
serv0 bacterias con movimiento “tipo dardo”,
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Fig. 4. Copia al platino deAeromonashydrophila. Es-
wructura baciliforme, corta y de extremos redondea-
dos, también su superficie muestra un aspecto cerebri-
forme. (Barra =0.5 um).

que vistas al microscopio electrénico, resulta-
ron ser organismos espirilares, con fibras peri-
plasmicas arrolladas helicoidalmente y un rami:
llete terminal en ambos extremos, compuesto
por 8 a 11 estructuras similares a flagelos. Esta
bacteria mide 3,75 a 2,50 um de largoy 0,55 a
0,48 un de didmetro (Fig. 1). También, en el
contenido intestinal de una de las ratas se obser-
v6 una gran cantidad de particulas virales pleo-
morficas, semejantes a coronavirus (Fig. 2).
En los medios de cultivo se aislaron cuatro
cepas de bacterias con movimiento “‘tipo dar-
do”’; dos provenfan de ratones y dos de ratas.
Sin embargo, al analizarlas al microscopio elec-
trénico, se encontré6 que eran morfolégica-
mente diferentes de las bacterias helicoidales
descritas anteriormente. Las bacterias aisladas
de los ratones eran bacilos mono o bicurvados,
monotricos, bipolares, similares a Camp ylobac-
ter sp. (Fig. 3). Las otras dos cepas correspon-
dian a bacilos cortos, monotricos bipolares
(Fig. 4). Las dos primeras cepas fueron identi-
ficadas bioqufmicamente como Campylobacter
fetus ssp. jejuni, y las provenientes de las ratas
correspondieron a 4 eromonas hydrophila.

DISCUSION

Las bacterias helicoidales observadas en el
contenido intestinal murino no se lograron
cultivar in vitro; sin embargo, el empleo de
copias al platino, nos permitit dilucidar clara-
mente la estructura helicoidal de esta bacteria,

que tiene de 8 a 11 fibras peripldsmicas arrolla-
das helicoidalmente y presenta un ramillete en
cada extremo, compuesto por 8 a 11 estructu-
ras similares a tlagelos, lo que le brinda una alta
movilidad, cuyo desplazamiento es similar al
exhibido por Campylobacter (Paisler et al.,
1982; Herndndez et al., 1984). En cuanto a la
clasificacion, este agente no se ha podido
relacionar con Spirillacea ni con Spirochaeta-
ceae, pudiendo constituir una nueva familia
(Phillips y Lee, 1983).

Por otra parte, Campylobacter fetus ssp.
jejuni 'y Aeromonas hydrophila son bacterias
incriminadas con la etiologia de las diarreas en
humanos. Campylobacter fetus ssp. jejuni ha
sido estudiado en Costa Rica desde 1979,
demostrandose que es el agente bacteria-
no mds importante en la causalidad de las
diarreas en nifios menores de dos afios de edad,
siendo aislado con igual o mayor frecuencia que
Shigella sp. y Salmonella sp. (Rivera et al.,
1984). Epidemiologicamente, esta bacteria se
comporta como un agente zoondtico, por
cuanto es aislada de una amplia serie de anima-
les domésticos y silvestres que pueden actuar
como reservorios (Karmali y Fleming, 1979).

En contraste, Aeromonas hydrophila no
obstante que se relaciond con la causalidad de
las diarreas desde 1967 (Graevenitz y Mensch,
1968; Ljungh et al., 1977; Gracey et al,, 1982,
Srahmann y Willoughby, 1980), ha sido aislada
en nuestro pafs s6lo recientemente por uno de
los autores (M.L.H.). Esta bacteria se afsla de
seres humanos a partir de heces, sangre, exuda-
dosde heridas, ilceras y osteomelitis; también se
encuentra en el suelo y agua y es patégena para
animales como peces, anfibios y reptiles
(Graevenitz y Mensch, 1968).

Debe prestarse atenciéon al hallazgo de
Campylobacter fetusssp.jejuni en ratones de un
bioterio destinado a investigacién, pues tal
colonizacién podria inducir inmunidad en esos
animales, que podrfa interferir con inoculacio-
nes experimentales o en estudios de microeco-
logia intestinal.

En el caso de A. hydrophila, su hallazgo se
hizo en ratas silvestres, lo que indica que esos
animales pueden actuar como reservorios para
la infeccién en humanos.

RESUMEN

Se analizd la microflora intestinal de 28
ratones, criados en un bioterio y de 6 ratas
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silvestres. De cada animal se extrajo el conteni-
do intestinal y se observé al microscopio de
contraste de fases y al microscopio electronico
de transmision. También, se hicieron cul-
tivos en agar de Butzler y agar aeromonas, que
fueron incubados en microaerobiosis a 37°C,
durante cinco dfas.

A partir del contenido intestinal de tres de
los ratones y de dos de las ratas se observo
bacterias helicoidales, con 8 a 11 fibras peri-
pldsmicas y ramilletes terminales de 8 a 11
estructuras similares a flagelos. También, en una
de esas ratas se observd particulas similares a
coronavirus. En los cultivos de dos de los
ratones se aislé Campylobacter fetus ssp. jejuni
y de dos de las ratas se aislo A eromonas hydro-
phila.
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