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“Todo llega a aquél que mientras espera lucha”
Thomas Alva Edison

“Algunas personas ven las cosas como son y se preguntan: ¢Por que?
Yo veo las cosas que jamas existieron y me pregunto: ¢Por qué no?”
Robert F. Kennedy

II
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RESUMEN
CALDERON GOMEZ LIRIO IXTLAXOCHITL. Deteccién de Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli y Campylobacter fetus en muestras clinicas mediante la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa. (Bajo la direccion de: MVZ, M en B, Dr.
Antonio Verdugo Rodriguez, QBP, M en B, Dr. Victor Humberto Bustamante

Santillan, MVZ. Daniel Martinez Gomez y MVZ. Cristina Rodriguez Sanchez).

En el presente estudio se utilizaron cultivos puros de Campylobacter jejuni, C. coli
y C. fetus para estandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
[Polimerase Chain Reaction(PCR)] utilizando ciclos especificos para los dos
juegos de oligonucledtidos propuestos. El primero (PCR-1) se disefié para
diferenciar C. fetus de C. jejuniy C. coli y el segundo para confirmar a C. jejuniy
C. coli. La sensibilidad obtenida mediante la PCR-1 fue de10 fg para C. fetus y
para la PCR-2 fue de 100 fg para Campylobacter jejuni y C. coli , lo cual equivale
a 4 y 6.4 bacterias, respectivamente. La PCR-2 se utilizé para detectar ADN de C.
jejuni y C. coli en heces de bovino, previamente inoculadas con estos
microorganismos. Mediante la PCR-1, se detectd ADN de C. fetus a partir de
heces y solucién de lavados prepuciales de ovinos procedentes de casos clinicos.
La sensibilidad y especificidad obtenida en la PCR-2 fue de 96.8 % y 100%,
respectivamente. Este trabajo constituye el primer reporte donde se utilizd
exitosamente la PCR para detectar C. jejuni, C. coliy C. fetus a partir de muestras
clinicas. Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se propone la
implementacion de PCR en laboratorios de diagnostico para detectar ADN de

estos microorganismos en muestras clinicas y subproductos de origen animal.



1. Introduccion.
Las Campylobacteriosis son zoonosis importantes de distribucion mundial,
causadas por varias especies del género Campylobacter, las cuales son

importantes en el sector pecuario por las pérdidas econdmicas que provocan

. S (1.2, 3,
debido principalmente al aborto e infertilidad que causan en bovinos y ovinos

4) . . .
Campylobacter también provoca enteritis en caprinos, porcinos, aves, gatos,

perros, primates y animales silvestres, principalmente en animales jovenes, estas
infecciones pueden volverse crénicas o pasar desapercibidas. Campylobacter

también puede estar involucrado como un agente secundario en infecciones

2, 3)
bacterianas (Salmonella), virales ( parvovirus) o parasitarias (Giardia ) . La

transmision es por via oral-fecal, con difusion principalmente mediante alimento y

. . . a.2
agua, en el caso de Campylobacer fetus la transmision es por la via venérea

3) . L
La Campylobacteriosis en humanos es una infeccibn que se presenta

principalmente en niftos menores de cuatro afos y en adultos de entre 15 a 44

afos, por consumo de alimentos contaminados como leche, productos lacteos,

. (1,2,3,5,6,7,8,9, 10, 11,1213,
agua, carne de aves y contacto con cachorros infectados

14)

1.1. Especies del Género Campylobacter,
El género Campylobacter esta constituido por 13 especies, de las cuales, las de
mayor importancia clinica y de salud publica son: C. jejuni que se divide en 2

subespecies; C. jejuni subsp. jejuni y C. jejuni subsp. doylei y C. coli, las cuales



son comensales del tracto intestinal de aves, bovinos, ovinos, cerdos, perros y

gatos, a los que les causa enteritis, particularmente a animales jovenes, lo cual

tarnbién ha sido reportado en humanos @, Campylobacter fetus (C. fetus) que se
divide en 2 subespecies; C. fetus subsp. venerealis se ha adaptado al tracto
genital de bovinos y ovinos, siendo el principal causante de infertilidad y C. fetus
subsp. fetus, causante de aborto epizodtico en ovinos y abortos esporadicos en
bovinos, en humanos actia como patégeno oportunista que se involucra en

infecciones intestinales y sistémicas en pacientes con inmunodeficiencia, en

. . . (1.5.6,7,8,9) .
mujeres embarazadas o en recién nacidos . Las especies restantes se

resumen en el cuadro 1.

1.2. Apariencia microscoépica, Morfologia y Fisiologia.

Campylobacter spp son microorganismos Gram negativos, que nho forman
esporas, poseen forma de “S”, espiral, coma o alas de gaviota, miden de 0.2 a 0.8
pum de ancho por 0.5 a 5 um de largo, son méviles con un flagelo en uno o ambos
polos de la célula de acuerdo a la especie, con excepcion de C. gracilis que es
aflagelado. Son oxidasa positivos, no fermentadores, catalasa variable, no

hemoliticos, resistentes al acido nalidixico, son estrictamente microaerofilicos,

(1,5, 3,4, 6,7,9,10)
pues requieren de 5-10 % de oxigeno, 10% de CO2 y 85% de N2 .

En microscopio de campo obscuro o contraste de fases se observa como principal

caracteristica su forma curva con movimiento rapido, con tincion de Gram se

. . . (3,5.7,10,13)
observa como baston torcido o serpentina .



Cuadro 1. Diferentes

Quinn PJ &3,

especies de Campylobacter. Modificado de Garcia MM y

Especie Especie afectada Dano Trans-

mision
Campylobacter fetus Bovinos, ovinos y reptiles | Aborto e infertilidad en bovinos. Venerea
Subs. venerealis
Campylobacter fetus Bovinos, ovinos y Abortos esporadicos en bovinos, aborto | Oral
Subs. fetus Humanos epizooético en ovinos y enteritis en

humanos.
Campylobacter jejuni Aves, bovinos, ovinos, Causa enteritis en cerdos, bovinos, Oral
C.j. jejuni cabras, cerdos, perros, cabras y aborto en ovejas,
C.j. doylei gatos y humanos particularmente a animales jéovenes. En
Campylobacter coli humanos ocasiona infeccion
Campylobacter lari gastrointestinal y urinaria.
(laridis)
Campylobacter Cerdos Asociado a enteritis proliferativa del Oral
mucosalis cerdo (SPE).
Campylobacter Cerdos, bovinos'y Diarreas en ganado, humanos y cerdos | Oral
hyointestinalis humanos (SPE).
Campylobacter Bovino, Se considera no patégeno siendo Oral
sputorum biovar ovino y comensal de cavidad oral en humanos,
sputorum, humano en prepucio de toros y tracto genital de
Biovar bubulus vacas.
Biovar fecalis
Campylobacter Perros, Causante de diarreas, trasmitido por Oral
upsaliensis gatos y perros y gatos, principaimente
Humanos cachorros.

Campylobacter Humanos Forman parte de la flora natural Oral
concisus, C. showae y gingival.
C. gracilis
Campylobacter curvus |[Humanos Enfermedades periodontaies Oral
C. rectus
Campylobacter Bovinos, cerdos, Aislados de animales sanos y Significan-
cryaerophila caballos, ovejas. esporadicamente de fetos abortados. cia no

conocida




1.3. Habitat.

Campylobacter spp. puede encontrarse como flora de cavidad oral, tracto intestinal
y tracto genital de algunas especies animales. Campylobacter jejuni 'y C. lari se
presentan principalmente en aves, por lo cual se considera un reservorio natural y
la principa!l fuente de infeccién para humanos. Campylobacter coli se encuentra
con mayor frecuencia en cerdos aunque también es un enteropatégeno importante
para humanos. Las aguas de pozos, rios o residuales frecuentemente se
encuentran contaminadas con C. jejuni, C. coli y C. lari, siendo éstas una fuente
importante de infeccion. Campylobacter fetus subsp. venerealis se encuentra
frecuentemente en prepucio de toros y puede infectar el tracto genital de vacas.
Algunas especies de Campylobacter son saprofitas encontrandose en el ambiente

como es el caso de C. sputorum "*39,

1.4. Epidemiologia.

Campylobacter se encuentra en todo el mundo como comensal en tracto intestinal
de un gran numero de animales silvestres y domésticos. La incidencia de la
infeccién no es precisa aunque algunos autores en trabajos realizados en Europa
y Estados Unidos han reportado que aumenta en verano y disminuye en los

meses siguientes 'S 19

En paises del primer mundo C. jejuni es aislado
frecuentemente de pacientes que viajan constantemente, en contraste, en
ciudades Illamadas del tercer mundo C. jejuni es frecuentemente aislado de

personas aparentemente sanas, especiaimente en nifos en los primeros 5 afos

de vida”.




En estudios realizados en Estados Unidos se ha observado que C. jejuni es la
principal causa de enfermedades entéricas en humanos, superando a Salmonella
y Shigella, 1o cual también ha sido reportado en estudios realizados en Inglaterra y
Gales. De acuerdo con estos datos, la incidencia de C. jejuni en personas con
diarrea es similar a la que se conoce para Yersinia enterocolitica, o sea de un 9%
de los casos diagnosticados 7 1% 18),

La distribucion de la infeccion por Campylobacter, de acuerdo al sexo en varias
ciudades del mundo, es similar a la reportada en Estados Unidos siendo la
incidencia de 1.2 a 1.5% mas alta en hombres que en mujeres, en donde se ha
observado una diferencia mas pronunciada en personas de 30 a 40 afios, ya que
arriba de los 45 afios la incidencia es similar '3 9,

En humanos, C. fetus es oportunista de enfermedades septicémicas fatales en
personas debilitadas, mujeres prefiadas o recién nacidos. La fuente de estas
infecciones es aun desconocida, aunque se sugiere la transmision venérea. Pocas

personas con enfermedad bacterémica debido a C. fetus presentan una historia de

exposicién conocida 7.

1. 5. Transmision.

La infeccidn por Campylobacter es considerada una enfermedad de origen
alimentario, se transmite principalmente por via oral en donde ias principales
fuentes de infeccion son la carne de ave y carne de bovino contaminadas, por lo
que la infeccidon es comun cuando se ha consumido carne mal cocida y otros

alimentos crudos. También puede ser transmitida por la leche contaminada al




momento de la ordefia de animales asintomaticos, asi como productos lacteos mal
pasteurizados o sin pasteurizar. Aunque el origen de la infeccion raramente se
identifica, la fuente mas comun son las aves domeésticas y silvestres ya que
Campylobacter spp. forma parte de su flora normal (10, 11, 15,16, 17) ( Fig. 1). Otras
fuentes incluyen agua contaminada, vegetales y frutas sin desinfectar, contacto
con mascotas debido a que en ocasiones son asintomaticos, aunque
principalmente se mencionan cachorros perros y gatos con diarrea y raras veces

productos del mar (15.18)

Carne de ave

Ave P Ave
Vacas
/y Agua
Aves silvestres

\

Cachorros

Fig. 1. Modelo de transmision de C. jejuni 9.




La transmisién vertical de C. jejuni de aves de engorda a su progenie, por medio
de huevo fértil, ha sido subestimada como una transmisidén primaria porque el
organismo no puede ser cultivado de pollos recién nacidos o de muestras de
estos '"® En un estudio realizado en una parvada y su progenie, Eleazer et al.,
sugieren la existencia de una transmisién vertical, lo cual muestra la primera
evidencia de que este microorganismo puede pasar de una generacion a la
siguiente via transovarica (7.

En animales también se presenta la via venérea debido a que C. fetus subs.
venerealis se aloja por largos periodos en el tracto genitourinario del ganado .
Bajo condiciones naturales, C. fetus subsp. venerealis es trasmitido a las hembras
a través de toros contaminados, o por inseminacién con semen contaminado.
Algunas hembras aparentemente recuperadas son portadoras sanas, diseminando
la infeccion a toros sanos que a su vez contaminan a vaquillas o vacas de
reemplazo susceptibles. La transmisiéon hembra-hembra no es frecuente, aunque
entre toros por medio del comportamiento de monta es comun y se presenta
cuando los animales estan en grupo .

En estudios realizados en Estados Unidos y Europa (Cuadro 2), se ha mostrado
que aproximadamente un 50% de las infecciones por Campylobacter se
presentan por consumo de carne de ave mal cocida, 5% por consumo de leche
ya sea de vaca o cabra, 6% por contacto con cachorros, perros o gatos; 8% por
consumo de agua contaminada y 9% por contacto con viajeros durante la

enfermedad 9.



Es posible que las fuentes de abastecimiento de agua sean contaminadas en

muchas ciudades durante la primavera y el otofio debido a migraciones de aves,

con lo cual tanto el ganado, como otros animales y el humano pueden ser

contaminados (.

Cuadro 2. Brotes de infecciones por Campylobacter en Estados Unidos por

consumo de alimento y agua contaminada, de 1978 a 1996 ('3,

Origen

No. de brotes

No. de casos asociados

con los brotes

Alimento contaminado

Leche 30 1,212
Gallina 2 16
Pavo 1 11
Carne de res 1 24
Otro tipo de carne 2 30
Huevo 1 26
Fruta 4 227
Otros alimentos 4 251
Multiples alimentos 10 411
Alimentos desconocidos 42 2,775
Agua contaminada

Agua suministrada a la

comunidad 8 5,068
Otro tipo de

abastecimiento 4 104
Total 111 10,155




1.6. Caracteristicas de cultivo, Metabolismo y Condiciones de crecimiento.

Todos los Campylobacter son estrictamente microaerofilicos por lo cual no crecen
en una atmésfera aerobia, aunque normalmente para su crecimiento utilizan un 5-
10% de oxigeno. Para ser cultivados requieren de una mezcla de sulfato ferroso,
metabisulfito de sodio y piruvato de sodio (FBP) a una conceniracion final de
0.05%, los cuales les dan el efecto de aero-tolerancia. LL.a mezcla FBP destruye los
peroxidos de hidrogeno y aniones superoxido que aparecen en el medio cuando
son expuestos al aire o a la luz. C. jejuni, C. coliy C. fetus son extremadamente
sensibles a estas formas toxicas del oxigeno. Algunas especies como C. fetusy C.

sputorum pueden crecer anaerdbicamente en presencia de ciertos aceptores

. M . .
como fumarato, aspartato o nitrato . El uso de medios que contienen sangre

mejoran la aerotolerancia de Campylobacter porque la sangre contiene catalasa y

(1,6)
superéxido desmutasa

En condiciones ideales, C. fetus presenta crecimiento visible de 25 a 37°C a las 24
horas aunque las colonias se encuentran perfectamente formadas a las 48 horas.

Estas son pequefias (1mm), circulares, planas, transliucidas con una apariencia de

B (1,3, 6,.9,10, 11)
gota de rocio :

La temperatura 6ptima de crecimiento para C. jejuni, C. coli, C. lariy C. upsaliensis
es de 42-43°C por lo que son denominados termofilicos, desarrollando colonias
mucoides o acuosas, planas de forma circular o convexa a las 24-48 horas, que en
cultivos viejos o expuestos al aire por periodos prolongados adquieren una forma

difusa. Son de color gris (en ocasiones rosa), aunque C. mucosalis y C.

(1, 3, 5 6 7, 8 9, 10
hyointestinalis producen un pigmento amarillo, . Su
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primoaislamiento requiere de medios selectivos que contengan 5% de sangre de

Qe S . a.s
ovino, bovino o equino y varios antibidticos como inhibidores de contaminantes

5,6,9)

1.7. Aislamiento.

El aislamiento de Campylobacter de muestras fecales ha sido facilitado por el

desarrollo de medios selectivos que contienen antibidticos inhibidores del

crecimiento de la flora intestinal natural, se mencionan los siguientes:

1) Butzler’s, que contiene 5-7% sangre, bacitracina (2500 Ul/l), ciclohexamida (50
mg/l), sulfato de colistina (10,000 U/, cefazolina (15 mg/l) y novobiocina (5
mg/l) 1:3 9,

2) Skirrow's, que contiene 5-7% de sangre de caballo , vancomicina (10mg /),
polimixina B (2500 U1/l y trimetoprim (5 mg/l) !+ 389,

3) Campy-BAP, que contiene agar Brucella, 5% de eritrocitos de oveja,
vancomicina (10 mg/l), trimetoprim (5 mg/l), polimixina B (2500 UI/), cefalotina
(15 mg/l) y anfotericina (2 mg/l) (3 &9,

4) Campylobacter-cefoperazona-vancomicina- anfoteracina (CVA) (3 9,

5) Campy Thio, que contiene caldo tioglicolato con 0.6% de agar y vancomicina
(10 mg/l), trimetoprim (5 mg/l) , polimixina B (2500 UI/l), cefalotina (15 mg/l) y
anfotericina (2 mg/l) (-3 69.10),

6) Set, que contiene caido carne (10 ml), 5-fluouracilo (300ug/ml), verde brillante

(50 pg/ml), ciclohexamida (100 pg/ml) y suifato de polimixina (100 Ul/mi) 52



7) Clark y Dufty, que contiene suero de bovino (10 ml), 5-fluouracilo (300ug/mi),
verde brillante (50 pg/ml), ciclohexamida (100 pg/ml) sulfato de polimixina (100
Ul/ml) y acido nalidixico (3 pg/ml) 52,

Es recomendable el uso de por lo menos dos diferentes medios para incrementar

la sensibilidad para el aislamiento e identificacion ‘9.

Aunque C. jejuni puede crecer a 37°C, las placas de agar se incuban a 42°C en

una atmdsfera que contenga 5% de O3, 10% de CO;, y 85% de N,, debido a que la

alta temperatura suprime la competencia de la flora intestinal normal y permite el

crecimiento de Campylobacter termofilicos, que desarrollan colonias a las 48

horas .

El aislamiento primario de C. fetus puede realizarse de muestras como

secreciones genitales, placenta, semen, higado, pulmones o contenido estomacal

de fetos abortados, las cuales deben ser inoculadas en agar sangre con
antibidticos debido a que la presencia de contaminantes, incubandolas a 37°C por

3 dias en microaerobiosis ©.

El método de filtracién (membranas con poros de 0.45-0.65 um) de muestras en

las que se sospechosa la presencia de Campylobacter, también puede ser

utilizado para separar a la bacteria de otras bacterias contaminantes. En animales
con septicemia se puede realizar el hemocultivo, que requiere de una incubacién

de 10 dias con observaciones diarias en el microscopio de contraste de fases ¢ 9,



1.8. Identificacion.

La identificacion inicial de Campylobacter requiere del examen microscoépico antes
mencionado, para posteriormente realizar una incubacion a diferentes
temperaturas (25°C, 37°C y 42° C). Dependiendo del medio utilizado, las colonias
pueden tener diferente apariencia, en agar sangre usualmente la hemodlisis no se

observa en las cepas que la producen, si los cultivos son viejos la identificacion se

hace mas dificil '3,

Las bacterias pertenecientes al género Campylobacter no utilizan azuicares, no
producen indol, son oxidasa positivos con excepcion de C. gracilis, son catalasa
variable, reducen nitratos a nitritos, producen hemadlisis variable, son resistentes al

acido nalidixico, presentan produccion de H;S variable, hidrélisis de indoxil acetato

(1,3,6,7)
e hidrdlisis de hipurato de sodio

Se considera a la prueba de hidrélisis del hipurato de sodio como la prueba de

eleccidon para diferenciar C. jejuni de C. coli, esto debido a que C. jejuni hidroliza

. (1,3, 5, 9,10, 11)
hipurato de sodio y C. coli no (Cuadro 3)

Otra prueba comunmente utilizada es la susceptibilidad o resistencia al acido
nalidixico y cefalotina mediante la prueba de difusion en agar. Campylobacter
Jejuni 'y C. coli son resistentes a cefalotina y susceptibles al acido nalidixico,

mientras que C. fetus es resistente al acido nalidixico y susceptible a cefalotina."

7,9)
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Adicionalmente, la prueba de hidrolisis de indoxil acetato es usada para diferenciar

especies de Campylobacter termofiilicos, donde presentan una reaccién positiva

C. jejuniy C. coli mientras que C. lari una reaccién negativa (1.9.18),

1.9. Coleccion de la muestra, transporte y conservacion.

Las muestras fecales de las que se sospecha la presencia de Campylobacter
tomadas de pacientes con infecciones gastrointestinales por medio de hisopos
pueden ser sembradas directamente en los medios selectivos, si son obtenidas
por evacuacion espontanea o por guante de palpacion tendran que conservarse
en frascos estériles. Las muestras de prepucio se obtienen a través de lavados
con solucién salina fisiolégica (SSF) pH 7.2, la cual debe ser introducida por medio
de una jeringa unida a un catéter, después de un masaje de 20 seg. se obtiene un
volumen final de 10 mi de lavado, el cual debe ser conservado en frascos
estériles. Para obtener muestras de la vagina se debe limpiar la regién vulvar para
realizar un lavado de la cavidad vaginal introduciendo SSF con una jeringa unida a
un catéter estéril cuatro o cinco veces SSF para colectarlo finalmente en un frasco
estéril o bien tomar moco cervicovaginal con un minimo de contaminacion. En
caso de aborto, las muestras mas adecuadas son, ademas de la placenta, el
contenido estomacal o abomasal, el higado y los pulmones del feto & 9 101119 g|
medio de trasporte mas utilizado para el aislamiento de Campylobacter es el Cary-

Blair que también se utiliza para otros patdégenos entéricos.



Gl

Cuadro 3. Caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de Campylobacter.

Especie Alfa- Catalasa |Hidrdlisis | Ureasa | Reduccion |H,S | Hidrolisis Resistencia a Crecimiento a
Hemoli de de Nitratos { TSI |deindoxil | Ac. °c 3.5% 1%
§is hipurato acetato Nalidixico Cefalotina}25 37 42 NaCl Glicina

C. coli v + - - + vV + S R -

C. concisus \' - - - + - - R S -

C. curvus \% - \ - + + + R S -

C. fetus subs. - + - - + - - R S +

fetus

C. fetus v v - - + - - R S +.

subsp.

venerealis

C. gracilis - - Vv S R -

C. helveticus + + -IS 1S |-

C. v + - R S v

hyointestinalis

C. jejuni + v + S R -

subsp. doylei

C. jejuni + + + S R -

subsp. jejuni

C.lari V + - R R -

C. mucosalis - - - R S -

C. rectus + V 4 R S N

C. showae + + + R S -

C .sputorum + - - R S -

C. upsaliensis + - + S S -

+, positivo; -, negativo; V, variable; R, resistente; S, susceptible.
Tomado de: Nachamkin | and Blaser MJ. Campylobacter. Second edition.ASM Press 2000.Washington, DC.

Murray P, Jo baron E, Faller M, Tenover F and Yolken R. Manual of Clinical Microbiology. Sixth edition.

ASM Press, 1995.

Collier L, Balows A and Sussman M. Microbiology and Microbial Infections. Systematic Bacteriology.
Volume 2. Ninth edition. Ed. Arnold. London Great Britain, 1998.



Para que el aisiamiento de Campylobacter sea 6ptimo, se requiere de un tiempo
de transporte no mayor a 2 horas desde que es tomada la muestra hasta que llega
al laboratorio para ser procesada, todas las muestras deben estar perfectamente
identificadas y conservadas en frascos estériles y de preferencia deben ser

conservadas a 4°C hasta que se entregan al laboratorio para su procesamiento ¢

10, 11, 15)

1.10. Presentacion de la enfermedad.

La infeccion por Campylobacter produce una diarrea aguda que clinicamente es
similar a la que producen otras bacterias como  Salmonella y Shigella.
Iniciaimente, la infeccidbn por Campylobacter presenta fiebre sin diarrea, pero con
un intenso dolor abdominal, el cual provoca postracién tanto en humanos como
en animales ("9

La lesion inicial en la enteritis por Campylobacter es una inflamacion en la parte
baja del intestino afectando a colon y recto, lo cual produce una ileitis y cecitis con
adenitis mesentérica 1 13,

Aunque el periodo de incubacién de Campylobacter oscila desde 18 horas hasta 8
dias, lo comuin es tres dias presentandose los signos antes mencionados (%
(Figura 2).

En humanos que han presentado infecciones por C. jejuni se ha observado un
fenémeno conocido como mimetismo molecular que puede producir el Sindrome
Guillain-Barré (SGB) y el Sindrome Miller Fisher (SMF) ambas son neuropatias

agudas inmuno-mediadas. Esto se debe a que el nucleo del lipopolisacarido (LPS)
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de Campylobacter contiene regiones idénticas a varios tipos de gangliésidos de

las células nerviosas, por lo que los anticuerpos reaccionan con estas moléculas

(15, 19)

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 21

=——t——ppe—i—ty

Periodo de incubacién Fiebre

]
Ingestion Dolor abdominal
Diarrea Recaida
—— /

Heces con sangre

50%
Campylobacter en heces negativos
% ——— ]

Figura 2. Diagrama del curso tipico de la enteritis por Campylobacter 1%

La infeccién en vacas por C. fetus subsp. venerealis causa principalmente
infertilidad y esporadicamente aborto, siendo la causa de la campilobacteriosis
venérea bovina (CVB). Este microorganismo se establece en el cuerpo de la
matriz donde se multiplica e invade el cuerpo del Utero hasta alcanzar el oviducto
del mismo. Puede observarse un parto normal, pero casi siempre la multiplicacion

masiva del microorganismo en el cuerpo uterino produce la muerte temprana del




embridn y la reabsorcion subsecuente. La infertilidad es indicada por gestaciones
repetidas, siendo comuin en vacas jovenes; el aborto ocurre en menos del 10% de
las vacas infectadas, principalmente primiparas. Al inicio de la enfermedad se
presenta una vaginitis y el aborto usualmente se observa en el quinto o sexto mes
de la gestacidn. Otros signos incluyen endometritis, salpingitis y ciclos
prolongados de estro que llegan a durar hasta un mes. Las vacas no quedan
permanentemente estériles ya que usualmente retornan a la fertilidad; sin
embargo, el organismo infecta vagina, cérvix, Gtero y oviductos, sobreviviendo en
el cérvix hasta el final de la gestacidn con posibilidad de seguir infectando toros en
las siguientes montas. Los toros son altamente susceptibles a la colonizacion e
infeccion, pero normalmente son asintomaticos; la alta incidencia se debe a toros
que actian como portadores hasta por cinco afios, principalmente toros adultos
debido al incremento del tamario y nimero de criptas en el epitelio del prepucio, lo
que provee condiciones favorables para la persistencia de C. fetus subs.
venerealis que también puede estar presente en fluidos prepuciales y semen (' 2
15)

Campylobacter fetus subsp. fetus es un problema menos frecuente en bovinos en
los cuales causa aborto esporadico, en ovinos se presenta aborto epizoético que
también se llega a observar en cerdos, este microorganismo no es cominmente
asociado con infertiidad, en humanos se presentan infecciones entéricas y
sistémicas. Después de la ingestion se presenta una bacteremia transitoria,
durante la gestacién en vacas y ovejas el organismo se localiza en placenta lo cual
provoca el aborto. Campylobacter fetus subsp. fetus es capaz de alojarse en

intestino de bovinos y ovinos por lo cual puede ser aislado de heces y bilis de
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animales infectados, aunque también puede ser recuperado de higado, nédulos
linfaticos hepaticos, vesicula biliar e intestinos. La infeccidon aguda produce aborto
durante el dltimo trimestre de gestacion en ovinos, donde el microorganismo se
recupera de placenta, coridén, cotiledones y liquido alantoideo. Si los corderos
nacen, pueden morir en la primer hora o sobrevivir hasta cinco dias después de su
nacimiento. Las ovejas frecuentemente presentan heces de color amarillo con
pigmentos biliares y olor fétido, después del aborto, se observa descarga vaginal
purulenta con exudado de color café-rojizo 8 19,

Campylobacter fetus subsp. fetus puede infectar otros animales como reptiles y
aves, siendo estos Ultimos muy importantes en la diseminacién del

microorganismo ya que pueden contaminar el agua de beber !+ 2 8 15.18),

1.11. Tratamiento y susceptibilidad microbiana.

La enteritis por Campylobacter requiere de terapia oral y en ocasiones cuando los
pacientes se encuentran muy enfermos requieren de hospitalizacién para su
observacion, rehidratacion y tratamiento antimicrobiano!™ 2 ' 9 | a resistencia a
diferentes antibiéticos se ha observado en varias cepas de Campylobacter spp.
de acuerdo a la especie, el origen de la cepa y la historia de antibiéticos usados en
el hospedero. Aunque la Campylobacteriosis es una enfermedad autolimitante, la
terapia antimicrobiana reduce la duraciéon y severidad del curso de la infeccion. En
general, C. jejuni y C. coli son resistentes a penincilinas, cefalosporinas,
trimetoprim, sulfametazol, rifampicina y vancomicina; son susceptibles a
eritromicina, fluoroquinolonas, tetraciclinas, aminoglicésidos y clindamicina y son

moderadamente susceptibles a cloranfenicol, cefotaxima, ceftazidima y cefpirona




(1,915,202, 22) ' bara Campylobacter fetus la terapia parenteral es usada para tratar

infecciones sistémicas, siendo usados agentes antimicrobianos como eritromicina,

ampicitina, aminoglucésidos y cloramfenicol dependiendo del tipo de infeccion ©.

1.12. Patogenicidad y Factores de Virulencia.

En infecciones experimentales de pollos y ratones, C. jejuni se localiza en el moco
de las criptas del ciego, colonizando a las células epiteliales de las

23. 29 Campylobacter son microorganismos activamente

microvellosidades
moviles por medio de un flagelo polar en uno 0 ambos polos de la célula, jugando
un papel importante en la colonizacion. La rapida movilizacién del microorganismo
por su movimiento espiral facilita la colonizacion del moco, C. jejuni es
quimioatraido por la mucina, que es el principal constituyente del moco, la cual
puede ser utilizada como substrato Unico para el crecimiento. La colonizacion del
moco en las criptas cecales de pollos con C. jejuni se reduce o previene por la
colonizacion de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Citrobacter diversus,
quienes ocupan el mismo nicho y producen metabolitos antagénicos para C. jejuni
9 LLa habilidad de C. jejuni para invadir células epiteliales intestinales ha sido
confirmada por estudios con embriones de pollo, ratones, hamsters y lineas
celulares de mamiferos. #®),

Existen variantes no moéviles con flagelo completo o incompleto que pueden no

colonizar, por lo cual se requiere de cepas moviles con flagelo completo para

poder colonizar el tracto gastrointestinal de raton infante 7,
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Factores de virulencia:

A) Lipopolisacarido.

La porcidn del lipido A del LPS es quimica y antigénicamente similar a otras
bacterias Gram negativas. El LPS de algunas cepas contienen acido N-
acetiineuraminico (NeuAc) que es un componente encontrado en procariontes,
pero también encontrado en glicolipidos y glicoproteinas de mamiferos ?®

B) Flagelo.

El flagelo de C. jejuni esta compuesto por dos proteinas, la mayor denominada
FlaA y la menor denominada FlaB. La movilidad de Campylobacter le permite una
o6ptima adhesion e invasion en células del huésped y aunque no ha sido revelado
el papel del flagelo en la adherencia, su movimiento en espiral caracteristico le
permite la entrada al intestino, y la penetracion de la capa de moco para colonizar
o invadir la mucosa intestinal %,

C) Toxinas.

La caracterizacion de las toxinas de Campylobacter spp. se encuentra en
proceso y aunque se han reportado toxinas similares [Toxina de Vibrio cholerae
(CT), toxina termolabil de Escherichia coli (LT) y toxina de Shigella dysenteriae
(Stx)], los mecanismos de accidén y la importancia en la enfermedad atn no es
clara. En algunos estudios se compara las toxinas de Campylobacter con toxinas
conocidas de otras enterobacterias patdégenas. las toxinas pueden ser
clasificadas por su actividad en dos clases: enterotoxinas y citotoxinas ©.
Enterotoxinas: La actividad enterotoxica de C. jejuni fue documentada por primera
vez en 1983 por Ruiz-Palacios ®®y ha sido confirmada por varios grupos como

Goossens, Johnson, Klipstein, Mathan y McCardell % 30 31. 32, 33, 39) a5 toxinas
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fueron abreviadas como CJT para la toxina de C. jejuniy CYTON o CTON para la

toxina citotonica de Campylobacter. La CJT ha s?do neutralizada con anticuerpos

anti-LT y anti-CT por lo cual se sugiere que son similares inmunologicamente a la

CT de Vibrio cholerae y ala LT de E. coli 29 303132, 33.34)

En México, pacientes infectados con cepas toxigénicas sufren mas de diarrea

acuosa, existiendo reportes en donde se han demostrado anticuerpos contra CJT

en nifios 34 35.36),

Citotoxinas: La produccion de citotoxinas por Campylobacter es confusa: debido a

que diversos grupos utilizan diferentes lineas celulares, condiciones de cultivo

bacteriano y cepas, con lo cual el efecto citotéxico ha sido descrito sin que este

haya sido comparado. Con base en la comparacion de los datos, se propone la

existencia de seis diferentes citotoxinas:

1) Citotoxina de 70 KDa con actividad en células HeLa, CHO e inactiva en
células Vero, lo cual ha sido reportado por varios autores 3¢ 37.38.39)

2) Citotoxina activa en células Vero y Hela, lo cual ha sido escasamente
reportado (31, 38, 40, 41)_

3) Toxina de distencion citoletal (CDT) ©®® como CLDT, células CHO, Vero y HEp-
2 son sensibles a su actividad, mientras que células Y-1 son insensibles (1% 42

4) Citotoxina neutralizada por antitoxina Shiga-like de E.coli, de la cual solo existe
un reporte 3.

5) Citotoxina con actividad hemolitica, s6lo reconocida en cepas de

Campylobacter hemoliticas “* 4%

6) Citotoxina hepatotoxica, ésta ha sido aislada de algunos casos clinicos “6 47,




La incidencia de la actividad de citotoxinas y enterotoxinas fue determinada en
varios estudios en donde se comparan también las manifestaciones clinicas. Se
ha sugerido que la produccion de enterotoxina se da en diarreas de tipo acuoso,
lo que se opone a diarreas de tipo inflamatorio con sangre debido a la produccion
de citotoxinas e invasion 284",

Para Campylobacter fetus se mencionan entre otros los siguientes factores de
virulencia:

A) Proteinas de Superficie (capa “S”").

Las cepas tipo silvestre de Campylobacter fetus presentan una capa de
subunidades de proteina que forman un componente exterior de su envoltura
celular, estas proteinas estan sujetadas fuertemente a esta capa jugando un papel
importante en la interaccion huésped-patdégeno. La capa “S” representa menos del
10% del total de las proteinas celulares que son de miultiples formas y tamarios
moleculares (90-140 KDa). Inicialmente se reportd una microcapsula de
glicoproteinas , estudios bioquimicos recientes muestran que la capa “S” de
Campylobacter fetus esta compuesta en su mayoria por acidos y proteinas
hidrofébicas con una secuencia uUnica en estas especies amino terminal. Sin
embargo no se ha confirmado la evidencia de glicosilacibn o presencia de
azGcares en la capa "S" de C. fetus @ 9

B) Lipopolisacarido.

Se ha propuesto que el aborto por Campylobacter es por una respuesta alérgica a
las endotoxinas termoestables. E! choque anafilactico subletal o fatal ha sido
demostrado cuando los animales son inyectados con células frescas de C. fetus

subsp. venerealis ?.
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1. 13. Métodos Diagnosticos para Campylobacter,

El diagnostico de Campylobacter por aislamiento requiere de muestras frescas (de
no mas de dos horas), transportadas en medio Cary Blair a una temperatura de
4°C para su procesamiento inmediato, esto debido a que si transcurre mayor
tiempo la cantidad de microorganismos viables disminuye, obstaculizando asi la
identificacion. Este método consume largos tiempos de incubacién en medios
selectivos bajo condiciones especiales para su crecimiento debido a que este
microorganismo es susceptible a los cambios de pH y temperatura, asi como a la
luz solar y en especial a la concentracion de nitrégeno y bidéxido de carbono en la
atmoésfera y aunque éste es lento, caro y poco eficiente es el mas utilizado para la

deteccion de animales enfermos, ya que hasta ahora otros métodos no tienen la

(1, 9, 14)
misma sensibilidad y especificidad . Por otra parte, las muestras de heces,

lavados prepuciales e hisopos vaginales se encuentran generalmente
contaminadas con muchas bacterias saprofitas que requieren menos tiempo que
Campylobacter para multiplicarse y consumen los componentes nutritivos del
medio de cultivo inhibiendo el crecimiento de Campylobacter que requiere mayor
tiempo para desarrollarse, por lo cual es recomendable usar el método de filtracion
(membranas de 0.45 um) el cual facilita la separacion de la flora microbiana de
(15, 51, 52)

Campylobacter

La microscopia de campo obscuro también es utilizada en muestras frescas

. (1
unicamente
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La técnica de inmunofluorescencia puede ser utilizada como método diagnédstico
preliminar o bien para confirmar la identificacion de una cepa después de su
aislamiento, aunque no permite diferenciar entre subespecies ¢! 52,

Otra prueba diagnostica utilizada es el Inmunoensayo Enzimatico el cual es
sencillo, rapido y sensible, pero realizado en pocos laboratorios debido a su baja
especificidad, esto comparado con el diagndstico bacteriolégico de rutina que es
altamente especifico. En algunos estudios realizados se ha obtenido una
sensibilidad del 89% debido a que se detectan reacciones cruzadas con cepas
saprofitas y con algunas otras bacterias de flora normal. Aunque el Inmunoensayo
Enzimatico es 48 horas mas rapido que el aislamiento es una prueba costosa que
puede ser utilizada en estudios epidemioldgicos, pero no para emitir diagnosticos
certeros (53, 54, 55, 56).

Debido a esto, es necesaria la aplicacion de técnicas mas sensibles, especificas y
rapidas para llegar a un diagnéstico confiable. Una de ellas es la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual combina alta sensibilidad, especificidad

. (1,57, 58)
y rapidez .

1.13.1. Métodos de tipificacion.

Algunos sistemas de tipificacion se han elaborado para estudios epidemioldgicos
de infecciones causadas por Campylobacter, que varian en complejidad,
sensibilidad y especificidad. Estos métodos incluyen serotipificacion,
biotipificacién, deteccidn de enzimas, fagotipificacion, auxotipificacién, uniéon a

lectinas, sensibilidad a bacteriocinas y métodos de genotipificacion como el
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analisis de restriccion de endonucleasas, ribotipificacion y analisis de productos de
PCR (- 48),

Los sistemas mas utilizados son biotipificacién y serotipificacién, el primero se
basa en pruebas bioquimicas aunque la diferenciacion de cepas es baja, éste es
el primer paso para investigaciones epidemioloégicas. En el segundo, Ila
identificacion y clasificacion de Campylobacter utiliza principalmente dos
esquemas de serotipificacion, el esquema Penner (Penner and Hennessy 1980),
con base en los antiglenos “O” del LPS por medio de la técnica de
hemoaglutinacién indirecta y el esquema de Lior (Lior et al.,1982) “® con base en
los antigenos proteicos termolabiles de superficie por medio de la técnica de
aglutinacion en placa (160 serogrupos para C. jejuni, C. coli y C.lari). Ambos
esquemas son complementarios y utilizandose juntos se puede realizar una mejor
diferenciacién. Sin embargo, estos sistemas estan disponibles en muy pocos
laboratorios de referencia por el gasto y tiempo necesarios para mantener la
calidad del antisuero usado en la serotipificacion y aunque se han élaborado

antisueros comerciales, pocos han sido poco utilizados debido a su pobre calidad
(1,7, 8,10, 12)

Los métodos de tipificacion juegan un papel muy importante en el monitoreo de
infecciones por Campylobacter en humanos, ya que contribuyen a la identificaciéon
de las fuentes que originaron la infeccidn y las principales estrategias de control,
sin embargo usados junto con los métodos de genotipificacion la identificacion de

las cepas y de las fuentes de infeccion puede ser mas certera , rapida y senciila

(15, 50)



1.14. PCR para Campylobacter,

La Reaccidn en Cadena de la Polimerasa es una técnica que consiste en la
amplificacién de acido desoxirribonucleico (ADN) blanco mediante el uso de una
polimerasa termoestable, dos oligonucleétidos sintéticos con un numero variable

de nucledtidos que deben hibridar cada uno con una cadena del ADN blanco, asi

. (57, 68, 59, 60, 61,
como la adicion de nucleétidos libres (dATP, dCTP, dGTP y dTTP )

62, 63, 64, 65, 66) oo . . . fo e .
. El procedimiento implica la desnaturalizacion inicial a temperatura

elevada del ADN blanco, lo cual separa la doble cadena para que las cadenas
sencillas estén accesibles para la hibridaciéon por los oligonucleétidos especificos.
En el segundo paso, la mezcla se enfria para permitir a los iniciadores alinearse
con su secuencia de ADN blanco complementaria, y posteriormente se lleva a
cabo la extensiéon de los fragmentos mediante la accidn de la polimerasa con los
nucleétidos libres (67 58 59. 60. 61, 62, 63, 64, 65, 66) ( Eig 3 ). El conjunto de estas tres
reacciones constituye un ciclo y los productos de la amplificacion al término de un
ciclo sirven de molde para la siguiente extensién. De esta manera, la acumulacion
de secuencias especificas es exponencial. El empleo de oligonucleétidos de
diferentes posiciones del mismo gene puede llevar a la amplificacion de
secuencias que son especificas para una especie bacteriana, haciendo la técnica
aun mas especifica (Fig. 4). Finaimente, la deteccidon del ADN amplificado puede

observarse por electroforesis en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio

(57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64)
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Fig. 3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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Primer ciclo

Desnaturalizacion Alineacion _ Extension _
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Fig. 4. Amplificacion de ADN mediante PCR.

La PCR para Campylobacter spp. ha sido reportada en numerosos estudios
evaluando diferentes muestras clinicas entre las cuales principalmente se
encuentran heces de humano *° ©7:68.69.70.71,72.73.74.79) " |ache, queso, yoghurt 7@,

agua residual, agua corriente 77 y diferentes muestras de animales como carne
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cruda, heces, lavados prepuciales, semen, etc., provenientes de aves, bovinos,
ovinos, reptiles, gatos, perros, animales de zoolégico, etc (78 79. 80. 81, 82)

Cada uno de estos PCR han sido disefiados a partir de diferentes genes por

(75)
ejemplo Eyers et al., utilizé el gene 23S ARNr con el cual diferencia especies

termofilicas utilizando primero un juego de oligonucléotidos universal para

- e ‘ s (76)
posteriormente usar el especifico de cada especie termofilica. Wegmuller et al.,

utilizé el gene flaA y flaB con los cuales detecta Unicamente C. jejuni y C. coli.

(70)
Linton et al., utilizé el gene 16S RNAr para identificar unicamente C. jejuniy C.

coli posteriormente realiza un segundo PCR basado en la secuencia del gene

(83)
hipO con el se identifica Gnicamente a la especie C. jejuni. QOyarzabal et al.,

utilizé un segmento del gene 16S DNAr con el cual identifica C. fetus subsp. fetus.
Al analizar algunos PCR elaborados con diferentes genes decidimos utilizar dos

pares de oligonucledtidos, debido a que estos detectan las especies de mayor

importancia en Medicina Veterinaria. El primer par fue reportado por Oyofo et al.,

(67)
el cual demostré que mediante esta PCR se detectan cepas de

Campylobacter jejuni y Campylobacter coli a partir de muestras de heces de
humano. Mediante esta técnica se observo la amplificacion de una banda de 450
pares de bases, con una sensibilidad del 98.5%, diferenciando a Campylobacter

Jejuni y Campylobacter coli de otras especies de Campylobacter ademas de

. - . - (82)
bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Asimismo, Eaglesome et. al,

reportd la utilizacion de oligonucleétidos especificos para C. fetus subespecie

venerealis, C. fetus subespecie fetus y C. fetus biotipo intermedius amplificando
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una banda de 362 pares de bases, sin detectar especies saprofitas presentes en
el aparato reproductor de bovinos.

Los resultados obtenidos por los autores antes mencionados nos permiten
proponer estos mismos oligonucledtidos para detectar Camplobacter jejuni, C. coli

y C. fetus respectivamente a partir de muestras de animales domésticos.

Justificacion: El diagnéstico de Campylobacter por aislamiento sigue siendo el
método mas utilizado para la deteccion de animales infectados, a pesar de ser un
meétodo lento, caro y poco eficiente dado que requiere largos tiempos de
incubacion en medios selectivos con antibidticos y condiciones especiales para su
crecimiento. El uso de la microscopia en campo obscuro, aungue es una prueba
sencilla, requiere de personal calificado y constituye sélo un diagnostico
presuntivo. La inmunofluorescencia y el inmunoensayo enzimatico son pruebas
mas sencillas y rapidas que el diagnodstico bacterioldgico, aunque con menor
sensibilidad y especificidad debido a que se detectan reacciones cruzadas con
cepas saprofitas o de flora normal por lo que no son las mas recomendadas para
establecer diagnésticos finales. Por todo lo anterior es necesario la
implementacion de una prueba que sea rapida con una sensibilidad y especificidad
alta. Para ello una alternativa viable son las pruebas moleculares, la
estandarizacion de una de estas pruebas como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) que es sensible, especifica y rapida nos permitira tener un

método diagndstico rapido, sensible y confiable.
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Hipodtesis: Mediante la utilizacion de la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se detectaran Campylobacter jejuni, C. coli y C. fetus en

muestras de rumiantes.

Objetivo General: Detectar ADN de Campylobacter jejuni, C. coli y C. fetus
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras

de rumiantes.

Objetivos Especificos:

1. Estandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir

de ADN de cultivos microbiolégicos puros.
2. Estandarizar la técnica de PCR a partir de muestras fecales procedentes de
rumiantes clinicamente sanos inoculadas con Campylobacter spp para

establecer la concentracion minima detectable del microorganismo.

3. Evaluar la técnica de PCR en muestras clinicas de rumiantes.



2. Material y Métodos.

2.1. Cepas Bacterianas y Medios.

Las cepas bacterianas utilizadas fueron ocho cepas de C. jejuni, siete cepas de C.
coli, una de C. /ariy una de C. fetus subsp. fetus obtenidas del Laboratorio del Dr.
José Luis Puente del Departamento de Microbiologia Molecular del Insituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autdbnoma de México, las cuales se
cultivaron en agar sangre (AS), en microaerobiosis (5% O2, 10% CO2 y 85% N»2)
durante 48-72 h, a 37°C para C. fetusy 42°C para C. jejuni y C. coli. Los controles
negativos, Salmonella gallinarum y Escherichia coli, se obtuvieron en el
Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, las cuales se cultivaron en caldo Luria Bertani (LB)
durante 24 horas, a 37°C, en agitacion. Otro control utilizado es Helicobacter
pylori obtenida en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad
de Medicina la cual se cultivé en agar sangre a 37°C por 48 horas en condiciones
de microaerobiosis.

Todas las cepas de Campylobacter spp se cosecharon en leche descremada con
un 10% de glicerol para alicuotarse en criotubos para su conservacion en

nitroégeno liquido y a -70°C para su posterior uso.

2.2. Extraccion de ADN.
Para la obtencion de ADN se utilizaron dos métodos:
1) El primero fue un método convencional utiizando bromuro de

hexadeciltrimetilamonio y NaCl (CTAB/NaCl) ( 8 €% en el cual el inéculo



bacteriano se resuspendié en buffer T:E ( Tris 10mM, sal disddica del acido
etilendiaminotetracético (EDTA) 1mM pH 8, posteriormente se agrego
proteinasa K (20mg/ml) y 0.5% de SDS y se incubé por 1 hora a 37°C.
Terminando este tiempo se agregaron 100ul de NaCl 5M y 80 ul de CTAB/NacCiI,
y se incubd 10 min. a 65°C, posteriormente se afadid un volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se centrifugd y se tomd el sobrenadante
para después agregar un volumen de fenol:cloroformo:alcoho!l isoamilico
(25:24:1) repitiendo el procedimiento anterior, para que enseguida se agregaran

etanol absoluto frio y finalmente etanol al 70%.

2) El segundo método fue el descrito por Pitcher et al, ¥, (que es un método para
extraccion de ADN gendmico utilizando tiocianato de guanidina y fenol), con
algunas modificaciones ®®. Brevemente: después de haber obtenido la pastilla
bacteriana por centrifugacion a 10 000 g, se resuspendio en buffer T:E ( Tris
10mM, EDTA 1mM pH 8), para después lisar las células con tiocianato de
guanidina, se agregd RNAasa (50ug/ml) y acetato de amonio 7.5 M y se incubd
en hielo, posteriormente se afadi®é un volumen de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1) repitiendo esta extraccién tres veces mas, después se
realizaron dos extracciones con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), y se
adicion6 etanol absoluto frio, finalmente etanol al 70%, repitiendo este lavado

por tres veces.
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El ADN obtenido por ambos métodos fue secado en una centrifuga al vacio y
resuspendido en 100ul de T:E. La concentracion de ADN se determindé en un

fluorémetro (DyNA Quant 200, Hoefer). EI ADN fue observado en un gel de

. .. (8a,85,86,87,88)
agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio

2.3. Iniciadores. Para la deteccion de C. fetus se realizé la PCR-1 en donde se

(82)
utilizaron los oligonuclebtidos descritos por Eaglesome D M et al., que

amplifican un producto de 362 pares de bases del gene que codifica para la
subunidad ribosomal 16S (rARN), debido a que C. fetus subsp. fetus presenta un
99.9% de homologia con C.fetus subs. venerealis. La secuencia de dichos
oligonucléotidos es:

C1 5-CGTAGAGATCACCAGGAATACCCA-3’

C2 5 -CTTGCTAGAAAGTTGAGACAGGTGCTGCAC-3’
Estos oligonucléotidos fueron seleccionados porque no detectan productos de
cepas de Campylobacter saprofitas que colonizan el aparato reproductivo pero no
son patoégenas, como son C. concisus o C. sputorum que se encuentran
comunmente en el prepucio de toros.

Para la deteccion de C. jejuniy C. coli se realizé la PCR-2 en donde se utilizaron

(67)
los oligonuciéotidos reportados por Oyofo et al., disefiados a partir de la
secuencia del gene flaA. La secuencia de dichos oligonucléotidos es :
Pg50, 5° -ATGGGATTTCGTATTAAC- 37

Pg3, 5" -GAACTTGAACCGATTTG-3"
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El oligonucléotido Pg50 se une al principio de la region N-terminal del gene flaA, el
oligonucléotido Pg3 se une a la cadena complementaria de ADN para obtener un
producto de 450 pb, sin embargo, también se puede unir al gene flaB, lo cual
puede generar un segundo producto de 1,800pb (1.8 kb). Estos oligonucléotidos
fueron seleccionados por su sensibilidad (98.5%) y especificidad ya que no
detecta otras especies de Campylobacter o de la familia de enterobacterias, ni a
Helicobacter pylori 7.

A continuacion se muestran las figuras con las secuencias de los genes flaA (Fig.
5y 6)y 16S ARNr (Fig. 7y 8)de C. jejuni, C. coliy C. fetus, sehalando en azul el

producto amplificado y de rojo el juego de oligonucledétidos seleccionado para cada

PCR dependiendo de la especie que se desee encontrar.




Origen

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
i861
1921
1981

ttagcgctta
tcataaaaga
actattttte
ttaaaaggat
gcaaattcgg

tcaaaaatgg
tacagtgtta
cttttaaacg
ttaaaatggg

cttgaaaagt
aaatatggaa
atatagttta
atttcgtatt

ttattgagag
atttgatata
taacaagttc
aacacaaatg

gctagaaata
-aaattttata
atggatggac
ttgcagcatt

aaaaatgcca
aaaactctaa
ttgaatttat
aaatgctaaa

atctaaacag

cttagaatca

actcegecage

cagagcatta gatcaatcac tttgaagact cagttcaggt

agatgatgct tcagggatgg cgatagcaga tagtttaaga

tctcaggcaa

atactttggg

tcaggctata

tctaatggta

atgatgcttt

aggtatcttg

caaactgcag

ataaggctat

ggatgagcaa

cttaaaatct

tagataccat

caagactaaa

gcgactcaag

ctgctcaaga

tggtcaaagc

ttaaaaacaa

gaactatgct

tcaagcagag

atcaaccgtt

tgatggaaga

acttgataat

atcgcaaata

ccacttcatt

taatggcaaa

caacttttaa

gtggtggttt

taccaatcaa

gaattccaaa

teggttcaag

ttcaaatcaa

actattaaag
acaggttcac
atcgaagatt
gctttggctg
gtaaaatctg
aatggggttg
tcagctatca
aaacttgtte
ggagctggta
agagatatca
atttctcaat
gatgctatgg
agttcaattt
tctgtgggta
agtgcggett
tcaggaaatt
gcaggtgtaa
acaaatctag
ataaataaca
gtagactttg
tcttatgcaa
taaaatctta
ctagtttaaa

caagtatagg
aaagtttttce
ttaaatttga
aagagatcaa
taggagccta
ttatcggaca
atgctgtaaa
ttacttcgge
tattgcacac
atataagtgg
cttcagtatce
gatttaattc
ctgcatttat
gtggtaaaaa
caatgagcaa
ctcaatttge
ccactcttaa
atcaaatcag
ttactgtaac
caagtgagag
tggctcaage
aaatcacttt
tactaggctt

agcaactcag
ttcaggcact
tagtgtagtg
cagaaatgca
tgcaataaaa
aataaattat
agatacaact
cgatggtaga
tgaaaattat
aacaggtctt
tctaagagag
ttataaaggt
gagtgcacaa
tttatctgtt
tacttatgtt
agcccttaaa
aggtgcaatg
agcagatatt
tcaagttaat
tgcaaactac
aaattctagt
acattctttt
tttatttata

tcttctaaaa
gtaggactta
atttctactt
gataaaacag
gcaggaaata
aatgacggtg
ggtgttcaag
agggattaaaa
ggaaggttat
tcagctatag
tcaaaagggce
ggtggaaaat
ggttcaggat
ggattgagtc
gtttcagecag
actactgctg
gcggttatgg
ggttctatac
gttaaagcag
tctaaagcta
cagcaaaatg
aagaatgctg
agctttaaaa

teggtgtaac
ctattaaaaa
cagtaggaac
gaattcgtge
cttctcagga
ataacaatgg
cctctaaaga
tcacaggtag
ctttagttaa
gtatgggtgc
aaatttcagce
ttgtttttac
tttetagagg
aaggaataca
gttcaggatt
ctaatacaac
atatagcaga
aaaatcaagt
cagaatcgca
acatcttagc
ttttaagatt
caatttatac
tttttaatca

aagatttgaa
ctacaacggt
aggtcttgga
aacttttgat
ttttgetatc
tcaacttatc
tgaaaatggt
cataggtgta
aaatgatggt
tacagacatg
agccaatgct
tcaaaatgta
ttcaggattt
aattatttca
ttcttetgge
tgatgagact
aactgctata
tacatcaact
aatcagagat
ccaaagtggt
attacaatag
aaatccaagc
a

Fig. 5. Secuencia del gene flaA de Campylobacter jejuni.
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Origen

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
l441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

ttttagtgat gataacttta

agttttttat
tttattagcg
gccatcataa
taaactattt
tatttaaaag
aaagcaaatt

ctgaagctat
cttatcaaaa
aagatacagt
tteccttttaa
gatttaaaat

tacaggtggt

aaaaaaagat
atggcttgaa
gttaaaatat
acgatatagt
gggatttcgt

attttaaaag
ttgaaagatg
aagtttattg
ggaaatttga
ttataacaag
attaacacaa

gggtattgta
aggegtatta
agaggctaga
tataaaattt
ttcatggatg
atgttgcagce

ttategtggg
tcttttaaat
aataaaaaat
tataaaactc
gacttgaatt
attaaatgct

cggatctaaa

cagcagagca

ttagatcaat

cactttcaag

actcagttca

g__gJ:ctt_a_g_aa

tcaactccge

agcagatgat

gcttcaggga

tggcgatage

agatagttta

agatctcagg

caaatacttt

gggtcaggct

atatctaatg

gtaatgatgc

tttaggtatc

ttgcaaactg

cagataaggc

tatggatgag

caacttaaaa

tcttagatac

catcaagact

aaagcgacte

aagctgctca

agatggtcaa

agcttaaaaa

caagaactat

gcttcaagca

gacatcaacc

gtttgatgga

agaacttgat

aatatcgcaa

ataccacttc

atttaatgge

aaacaacttt

taagtggtgg

ttttaccaat

caagaattcc

caaactatta
gaaacaggtt
ggtatcgaag
ggagctttgg
gatgtaaaat
atcaatgggg
atttcagcta
ggtaaacttg
gtaggagctg
ggtagagata
atgatttctce
gctgatgecta
tctagtattg
tcagtaggta
agcgcacgtt
tcaggtaatt
gcaggtgtaa
accaatcttg
ataaacaaca
gtagattttg
tettatgcta

aagcaagtat
cacaaagttt
attttaaatt
ctgaagagat
ctgtaggagc
ttgttatagg
tcaatgctgt
ttcttacttc
gtatattgca
tcaatataag
aatcttcagt
tgggctttaa
caggatttat
gtggtaaaaa
ctatcagtag
ctcaatttgce
ctacacttaa
atcaaatcag
ttactgtaac
caagcgagag
tggctcaagc

aggagcaact
ttettcagge
tgatagtgta
caacagaaat
ctatgcaata
taaggttgat
aaaagataca
ggccgatggt
cactgaaaat
tggaacaggt
atctctaaga
tgcttataat
gtctcagget
ttattcagece
cacctatgtt
agctttaaga
gggtgcaatg
agcggatata
ccaggtaaat
tgcaaattac
aaattcaagc

aaatcggttc

aagttcaaat

cagtcttcta
actgtaggac
gtgatttcta
gcagataaaa
aaagcaggaa
tattcagatg
actggtgttc
agagggatta
tatggaaggt
ctttcagcta
gagtcaaaag
ggcggcggeg
ggttcaggect
attttatcag
gtttctactg
ataagtacag
gctgtgatgg
ggttctgtge
gttaaatcag
tctaaagcaa
cagcaaaatg

aaatcggtgt
ttactattaa
cttcagtagg
caggaattcg
atacttctca
gtgatgagaa
aagcctctaa
aaatcacagg
tatctttagt
taggtatggg
ggcaaatttc
ctaagcaaat
tctectgetgyg
cttctataca
gttcaggttt
taagtgctca
atatagcaga
aaaatcaaat
cagaatcaca
atatattggce
ttttaagatt

aacaagattt
aaactacaac
aacaggtctt
tgcaactttt
ggattttgcet
tggttettta
agatgaaaat
tagcataggt
taaaaatgat
tgctacagac
agcagccaat
tattttcget
ttcgggattt
gatagtatct
ctetgetggt
tgatgaaact
aactgctatt
cacatcgact
aatcagagat
tcaaagtggt
actacagtag

Fig. 6. Secuencia del gene flaA de Campylobacter coli.
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Origen

1

61
121
i81
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tatggagagt
cgaacggagt
tatagttaat
ctcettetta
atcagctagt
atgatcagtc
aatattgctc
ggagcgtaaa
ctaactcegt
ggcgtaaagg
taaactgectt
aggggtaaaa

ttgatcctgyg
attaagagag
ctgccctaca
acataagtta
tggtaaggta
acactggaac
aatgggggaa
ctcentttgt
gccagcagcc
acgcgtaggce
gagaaactga
tecgtagaga

ctcagagtga
cttgennnnt
ctggaggaca
agtcgggaaa
atggcttacce
tgagacacgg
acccoctgaage
tagggaagaa
gcggtnatac
ggattatcaa
taatctagag
tcaccaggaa

acgctggegg
taatacttag
acagttagaa
gtnttteggt
aaggctntga
tccagactece
agcaacgccg
ccatgacggt
ggagggtgen
gtettttgtg
tgagggagag
tacccattge

cgtgcctaat
tggcgecacgg
atgactgcta
gtaggatgag
cgcataactg
nncgggagge
cgtggaggat
acctaacgaa
agcgttactce
aaatctaaca
gcagatggaa
gaaggcgatc

acatgcaagt
gtgagtaatg
atactccata
actatattgt
gtctgagagg
agcagtaggg
gacactnttc
taagcaccgg
ggaatcactg
gcttaactgt
ttggtggtgt
tgctggaact

taatgegtga

caactgacge
acgeccecctaaa

cgatgtatac

aagegtgggq agcaaagadqdq attngatace ctaggtagtcg

ggattaagta

tagttgttge tatgctagte acggcagtraa tgcacctitaac

taccgectgg _ggagtacggt cgcaagatta aaactcaaag gaatagacgg

ggacccgeac

aagcggtgga

gnnngtggtt

taattcgann

ntacgcgaaqg

gggcttgata

tccaactaat

ctcttagaga

taagagagtg

ctagecttget

aaccttacat
agaaagttga

gagaggtget dgcacggetgt

cgagcgcaac
ttcgcangga
gacacacgtyg
ataaaatatg
tagtaatcgt
cgtcacacca
agtggaat

ccacgtattt
ggaggaaggt
ctacaatggc
tcccagttceg
agatcagcca
tgggagttga

cgtcagectcg
agttgctaac
gtggacgacyg
atatacaatg
gattggagtc
tgctacggtg
tttcactecga

tgtcgtgaga
agttcggctg
tcaagtcatn
agatgcaata
tgcaactcga
aatacgttcce
agtcggaatg

tgttgggttn
agcactctaa
ntggccctta
tegegagatg
ctccatgaag
cgggtcttgt
ctaaactagc

agtcccgcaa
atagactgcc
tgeccaggge
gagnaaatct
ccggaatcge
actcancgcc
tacecgceccac

Fig. 7. Secuencia del gene 16S ribosomal ARN de Campylobacter fetus

subsp. venerealis.
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Origen

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
801
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

ttatggagag
tegaacggag
gtatagttaa
actccttett
tatcagctag
gatgatcagt
gaatattgct
cggagcgtaa
gctaactecg
gggcgtaaag
ttaaactgct
taggggtaaa

tttgatectg
tattaagaga
tctgccctac
aacataagtt
ttggtaaggt
cacactggaa
caatggggga
actcentttg
tgccagcage
gacgcgtagg
tgagaaactg
atccgtagag

gctcagagtg
gcttgetntn
actggaggac
aagtcgggaa
aatggcttac
ctgagacacg
aaccctgaag
ttagggaaga
cgcggtaata
cggattatca
ataatctaga
atcaccagyga

aacgenggeg
ttaatacnta
aacagttaga
agtntttcgg
caaggctntg
gtccagacte
cagcaacgce
accatgacgg
cggagggtge
agtcttttgt
gtgagggaga
atacccattg

gcgtgcctaa
gtggcgcacg
aatgactgct
tgtaggatga
acgcataact
ctacgggagg
gcgtggagga
tacctaacga
nagcgttact
gaaatctaac
ggcagatgga
cgaaggcgat

tacatgcaag
ggtgagtaat
aatactccat
gactatattg
ggtctgagag
cagcagtagg
tgacactttt
ataagcaccg
cggaatcact
agctaaactg
attggtggtg
ctgctggaac

tcaactgacqg ctaatgcgtg aaagcgtggg
cacgctctaa acgatgtata ctagttgttg

gagcaaacag

gattagatac

cctggtagte

ctgtgctagt

cacggcagta

atgcacctaa

cggattaagt ataccgecctg gggagtacqq

tcgcaagatt

aaaactcaaa

acccgea caagcggt

tgggcttgat

atccaactaa

agnnngt
tctecttagag

ataagagagt

gctagcttagc

ggaatagacg

tagaaagttg

agacagqgtgc

tgcacggetg

acgagcgcaa
cttcgcaagg
cgacacacgt
tataaaatat
ctagtaatcg
ccgtcacace
cagtggaatc

cccacgtatt
aggaggaagg
gctacaatgg
gtecccagttc
tagatcagcce
atgggagttg
agcgactggg

tcgtcagctc
tagttgctaa
tgtggacgac
catatacaat
ggattggagt
atgctacggt
atttcactcg
g

gtgtcgtgag
cagttcggect
gtcaagtcat
gagatgcaat
ctgcaactcg
gaatacgttc
aagtcggaat

atgttgggtt
gagcactcta
catggccctt
atcgcgagat
actccatgaa
cegggtettg
gctaaactag

aagtcccgea
aatagactgce
atgcccaggg
ggagcaaatc
gceggaateg
tactcaccgce
ctaccgecea

Fig. 8. Secuencia del gene 16S ribosomal ARN de Campylobacter fetus
subsp. fetus.
2.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Con las extracciones de ADN se realizd6 la estandarizacion del PCR

correspondiente para C. jejuniy C. coli y para C. fetus, variando cada una de las
concentraciones de MgCI2, oligonucledtidos y Tag polimerasa hasta obtener la
reaccion dptima para cada uno de los productos de amplificacion.

La PCR se realizé6 en un termociclador Perkin—Elmer (Gene Amp, PCR System
2400). Cada 50 pl de reaccion de PCR utilizé una mezcla de 5ul (5ng) de muestra
de ADN de cultivos puros de Campylobacter, 5ul de buffer que contenia 10 mM de
Tris- HCI (pH 8.3); 50 mM de KCI, 5ui de 1.5 mM de MgCl2; 5ul de 10 umol de
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cada oligonucleétido, 2.5ul de 200 umol de cada trifosfato deoxinucledtido (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 2.5 U de Tag polimerasa y el resto de agua bidestilada
esteéril.

Todos los componentes, excepto la Taqg polimerasa, se mezclaron e incubaron a
95°C por 5 min., posteriormente se agregé la Taq polimerasa y se di6 inicio a una
serie de 30 ciclos para la PCR-1(C. fetus) los ciclos fueron de 94°C por 15 seg.,
55°C por 30 seg. y 72°C por 1 min, y el ultimo ciclo de 72°C durante 5 min,
posteriormente se realizé una digestion con la enzima Alul por 2 horas a 37°C.
Para la PCR-2 (C. jejuni y C. coli)los ciclos fueron de 94°C por 1 min., 50°C por
1min. y 74°C por 1 min., asi como un ultimo ciclo de 74°C por 5 min, los productos
de ambas PCR fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%

tefiido con bromuro de etidio en un transluminador de luz UV y documentado

. . (58,59, 63, 66, 67, 82, 84, 85)
mediante fotografia

A continuacidon se muestran los diagramas de flujo simplificando la estrategia

utilizada para las diferentes cepas, especificando las condiciones que requieren de

acuerdo a los oligonucledtidos utilizados.
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Diagrama de flujo de la estrategia erhpleada para el
de Campylobacter por PCR.

diagnostico

ADN de muestras de animales ( heces, lavados prepuciales, etc.)

|

PCR 1

Campylobacter fetus

l

C1 5-CGTAGAGATCACCAGGAATACCCA-3’

C2 5-CTTGCTAGAAAGTTGAGACAGGTGCTGCAC-3

l

94°C 94°C 72°C 72°C
57 157" 55°C 1’ 5
307
Sin Taq Con Tag v

Obtencién de un producto de 362 pb

|

Digestion con Alul

332pby 30p 63 pb, 169 pby 30 pb
Campylobacter fetus Campylobacter coli

Campylobacter jejuni

|_4C



ADN de muestras de animales ( heces, lavados prepuciales, etc.)

l

PCR 2

Campylobacter coliy Campylobacter Jjejuni

|

Pg50, 5" -ATGGGATTTCGTATTAAC- 3’
Pg3, 5" -GAACTTGAACCGATTTG-3’

94°C 94°C 72°C 72°C
5° 1’ 50°C 1° 5° 4°C
1 o
Sin Taq Con Taq

Se obtiene un producto de 450 pb
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2.5. Concentracion minima detectable de ADN obtenido a partir de cultivos
puros de Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter fetus
por PCR.

El ADN obtenido de C. jejuni, C. coli y C. fetus fue cuantificado en un
espectrofotbmetro (Pharmacia Biotech), a partir de ahi se realizé la dilucién de
estas cuantificaciones iniciando con una concentracién de 5 pug por cada 5 pnl
colocados en un tubo para la reaccion de PCR, y a partir de esta concentracion se

hicieron diluciones para encontrar la concentraciéon minima detectable.

2.6. Inoculacién de Campylobacter en heces.

Se obtuvieron heces frescas de bovinos clinicamente sanos del Centro de
Ensefianza Practica y de Investigacion en Produccién y Salud Animal, FMVZ,
UNAM. Los in6culos se prepararon de la siguiente manera:

Se resuspendio el cultivo de Campylobacter en solucidon salina fisiologica (SSF)
hasta obtener una turbidez similar al 0.5 del nefelémetro de McFarland ® que
equivale a 1.5 x 10 ® bacterias por ml. A partir de cada inoculo estandarizado se
realizaron diluciones decimales de 10 ~' a 107'°. Cada muestra de heces (0.5 g)
fue inoculada con 100 ul de cada una de las diluciones. El numero de
Campylobacter presentes se determind mediante una técnica de cuenta viable en
placa (miles y misra) en agar sangre y medio BU7 con los siguientes antibiéticos;
bacitracina (2500 UIM), ciclohexamida (50mg/ml), sulfato de colistina (10,000 UI#),

polimixina (2500 Ul/l) y novobiocina (5mg/l).
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2.7. Extraccion de ADN de heces.
La extraccion de ADN a partir de las muestras de heces inoculadas con las
diferentes diluciones se realizd por medio de cuatro métodos:

1) El primer método fue e! descrito por Gumerioock et al., ©”

para el cual se
resuspendieron 0.5 g de heces en buffer TEN [Tris-HCL 50mM (pH 8), EDTA
10mM, NaCl 150 mM], posteriormente se agregé lisozima 100mg/ml y se incubd
por 1 hora a 37°C, se anadieron 50 ul de SDS al 5% en TEN y proteinasa K 20
mg/ml, incubandose por 30 min. a 55°C, se hirvieron 10 min y se adiciondé un
volumen de fenol: cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) repitiendo este paso
cinco o seis veces, posteriormente se agregaron dos volimenes de etanol
absoluto, finalmente se lavd con etanol al 70% y se resuspendié en 50ul de T:E.

2) EI segundo meétodo fue el descrito por Pitcher et al, ¥,

con algunas
modificaciones ®®. Después de colocar 0.5 g de heces en SSF y mezclar bien
se obtuvo una pastilla por centrifugacién a 10 000 g, la cual se resuspendid en
buffer T:E ( Tris 10mM, EDTA 1mM pH 8), para después lisar las células con
tiocianato de guanidina, se agregé RNAasa (50ug/ml) y acetato de amonio 7.5
M y se incubd en hielo, posteriormente se afiadid un volumen de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) repitiendo esta extraccién tres veces
mas, después se realizaron dos extracciones con cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), y se adiciond etanol absoluto frio, finalmente etanol al 70%, repitiendo
este lavado tres veces.

3) El tercer método fue el descrito por Boom ©® con modificaciones de Lawson €2,

en el cual se utilizaron 0.5 g de heces diluidas en 40 ul de una suspensiéon de

45




tierra de diatomeas con 900 ul de buffer de lisis, se mezcld perfectamente y se
incub6 por 10 min a temperatura ambiente para centrifugarlo a 11,600 x g por
30 seg., posteriormente la pastilla se lavé con buffer de lavado (dos veces),
etanol al 70% ( dos veces) y acetona (una vez) para después secarlo a 54°C
por 10 min, la pastilla obtenida se resuspendié en buffer T:E y se incubd a 54°C
por 10 min, se centrifugo y se obtuvo el sobrenadante. Por cada 50 ul de
muestra se afadieron 150 pl de polivinilpirrolidona (PVP) ®? y T:E, se mezclé y
se incubd por 10 min a temperatura ambiente, después se agregaron 100 pul de
acetato de amonio 2 M mas 600ul de isopropanol lo cual se incubd 30 min a —
20°C, finalmente las muestras se centrifugaron a 11, 600 x g 10 min.

4) El cuarto método fue el QlAamp ADN Stool Mini Kit (QIAGEN ) que es
comercial, el cual utiliza una columna de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Este método utilizé 200 ng de heces, a la cual se agregd un buffer
de lisis para ser incubado 5 min a 70°C, se centrifugo y se tomo el
sobrenadante para adicionar la pastilla que adsorbe inhibidores, se centrifugo y
se tomo el sobrenadante para adicionar la proteinasa K que posteriormente se
incubé 10 min a 70°C, se agrego etanol absoluto, se paso por la columna, se
centrifugo y se tomo el sobrenadante para adherir el buffer de lavado 1, se
centrifugo y la columna se pasé a un tubo nuevo para agregar el buffer de
lavado 2, se centrifugo y se transfiridé la columna a un tubo nuevo para su
posterior elusién.

El ADN obtenido por éstos métodos fue secado en una centrifuga al vacio y

resuspendido en 100ul de T:E. La concentracién de ADN se determindé en un
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fluorémetro (DyNA Quant 200, Hoefer). El ADN fue observado en gel de agarosa

. . . (63,66, 84, 85, 88,90)
al 2% tenido con bromuro de etidio

2.8. PCR de ADN obtenido a partir heces.

Después de obtener el ADN a partir de las diluciones de Campylobacter en heces
se realizé un PCR en un termociclador Perkin—Elmer (Gene Amp, PCR System
2400). En cada 50 ul de reaccion de PCR utilizé una mezcla de 5pl (5ng) de
muestra de ADN de cultivos puros de Campylobacter, 5ul de buffer que contenia

10 mM de Tris- HCI (pH 8.3); 50 mM de KCI, 5ul de 1.5 mM de MgCl2; 5ul de 10

pmol de cada oligonucleétido, 2.5ul de 200 pmol de cada trifosfato deoxinucleotido
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 2.5 U de Taqg polimerasa y el resto de agua
bidestilada estéril.

Todos los componentes, excepto la Taqg polimerasa, se mezclaron e incubaron a
95°C por 5 min, posteriormente se agreg6 la Taq polimerasa y se did inicio a una
serie de 30 ciclos para C. jejuniy C. coli de 94°C por 1 min, 50°C por 1min y
74°C por 1 min y un ultimo ciclo de 74°C por 5 min.

Para C. fetus los ciclos fueron de 94°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos y
72°C por 1 min, y el uitimo ciclo de 72°C durante 5 minutos, posteriormente se
realizé una digestion con la enzima Alul por 2 h a 37°C, el producto de PCR se

visualizd por electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de

(58, 59, 63,
etidio en un transiuminador de luz UV y documentado mediante fotografia

66, 67, 82, 84, 85)
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2.9. Diagndstico Bacteriolégico y PCR de casos clinicos de ovinos.

Se utilizaron muestras de ovinos con aborto y diarrea, a este grupo se le
realizaron pruebas para descartar de Brucella, Leptospira y ojo azul. Las
muestras tomadas fueron: once muestras de heces (hembras) y diez muestras de
solucion de lavados prepuciales (SLP). Las muestras de las hembras fueron
tomadas con guante de palpacion via rectal, identificadas y conservadas en
refrigeracion para su posterior procesamiento al llegar al laboratorio. Las muestras
de los machos fueron tomadas del prepucio haciendo lavados con solucion salina
fisiologica, identificados y conservados en medio set ® °2 en una jarra con vela
para su posterior procesamiento.

Al llegar al laboratorio ambas muestras, (heces y SLP) se sembraron en agar
sangre con suplemento Preston para ser incubadas durante 48 ha 37° Cy a 25°
C. A todas las muestras se les realizé6 preparaciones humedas para observarlas
en microscopio de campo obscuro. Estas mismas muestras fueron procesadas
para la PCR, a partir de heces se extrajo ADN por el método de Boom ©® con
modificaciones de Lawson ®®, mientras que para las soluciones de lavados
prepuciales se extrajo ADN por el método de Pitcher ¥, posteriormente a todas

las extracciones se les preparo¢ para realizar la PCR 1 antes descrita.

48



3. Resultados.

3.1. Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN se probaron dos métodos, en el primero con
CTAB/NaCl ©* %9 se obtuvo ADN degradado, el cual se utilizé para la PCR y se
comprobd que no es util, para el caso de Campylobacter spp, pero este mismo
método se probd para la extraccidon de ADN de bacterias utilizadas como controles
negativos, en este caso el ADN se observo sin degradacion y sin ARN.

Para el segundo método con tiocianato de guanidina ©%

utilizado para
Campylobacter spp se obtuvo un ADN sin observar degradacién ni ARN por lo
cual se decidio utilizar este método de extraccion para realizar la técnica PCR

(Fig. 9).

Carriino. 1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 9. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, donde se muestran las extracciones de
ADN obtenidas por los métodos descritos, marcador de peso molecular A DNA/ Hindlll (carril 1),
ADN de C. jejuni (carril 2), C. coli (carril 3) obtenidos por el método de CTAB/NaCl y ADN de C.
Jejuni (carriles 4y 5) y C. coli {carriles 6 y 7) obtenidos por el método de tiocianato de guanidina.
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3. 2. PCR con ADN de Cultivos Puros de Campylobacter,

Con las extracciones de ADN de Campylobacter obtenidas por el método de
tiocianato de guanidina se realizé la estandarizacion de las PCR. Para la deteccion
de C. fetus (PCR-1) se utilizaron los oligonucleottidos descritos por Eaglesome DM

et al., ©?

que amplificaron un producto de 362 pares de bases del gene que
codifica para la subunidad 16S ribosomal (rRNA). Con dichos iniciadores se
detecté también C. coli, C. jejuni y Helicobacter pylori aunque este ultimo fue
reportado como no detectado por Eaglesome et al.,. Con estos oligonucledtidos
no se amplifico producto alguno a partir de Salmonella gallinarum y Escherichia

coli (Fig. 10).

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8

500
400

300
200

100

Fig. 10. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio en donde se muestra el fragmento de
362 pb amplificado por el PCR-1. Marcador de peso molecular ladder 100 pb (carril 1), C. fetus
(carril 2), C. jejuni (carril 3), C. coli (carril 4), S. gallinarum (carril 5), E. coli ( carril 6), H. pylori (carril
7) y control negativo (carril 8).
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El fragmento amplificado se digirid con la enzima Alul para confirmar que el
segmento amplificado corresponde a C. fetus en el cual la digestion produce dos
fragmentos, uno de 332 pb y otro de 30 pb. Para C. jejuniy C. coli se obtienen tres

fragmentos, uno de 169 pb, otro de 163 pb y por dltimo uno de 30 pb (Fig. 11).

Carril no. 1 2 3 4 5 6 7 8

500
400
300
200

100

Fig. 11. Gel de agarosa al 2% teilido con bromuro de etidio en donde se muestran las digestiones
con la enzima Alul de los productos obtenidos por la PCR-1. Marcador de peso molecular ladder
100 pb (carril 1), C. fetus (carril 2), C. coli (carril 3), C. jejuni (carril 4), H. pylori (carril 5). Las
reacciones de PCR sin digerir se muestra en los carriles 6, 7y 8 con C. fetus, C. coliy H. pylori

respectivamente.
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Al observar los fragmentos obtenidos por las digestiones realizadas a partir de los
productos de amplificacion de la PCR 1 se decididé probar la purificacion y la
precipitacion con el fin de optimizar las digestiones de los productos, esto para
observar cual método era mas eficiente. Al comparar las digestiones de los
productos obtenidas por purificacion y precipitacion con la reaccion tomada
directamente después de la PCR-1, se observo que este ultimo no presenta
diferencia alguna con los procedimientos antes mencionados por lo cual el
producto de PCR puede ser utilizado directamente para la digestion con la enzima
Alul con las condiciones previamente descritas (Fig. 12).

1 3 4 6 7
100Kb DPy PCR 'DPrs PCR DPCR PCR

Carril

500

300

Fig. 12. Gel de agarosa al 2% teflido con bromuro de etidio donde se muestra el fragmento
amplificado mediante la PCR-1 a partir de C. fetus de 362 pb (carril 3, 5 y 7) y el mismo fragmento
digerido con Alul (carriles 2, 4 y 6). En los carriles 2 y 3 el producto de PCR fue purificado, en los
carriles 4 y 5 el producto de PCR fue precipitado y en los carriles 6 y 7 el producto de PCR se
utilizé directo. El carril 1 muestra el marcador de peso molecular 100pb.

th
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En la PCR 2 Oyofo et al., @7 recomienda una temperatura de aIineacién de 37°C
por 1 minuto con la cual no obtuvimos producto de amplificacién alguno,
finalmente en la PCR se utilizé una temperatura de alineacién de 50°C obteniendo
un producto de amplificacion visible de 450 pb previamente reportado.

A partir de C. coliy C. jejuni se amplificé un producto de 450 pares de bases,
utilizando los iniciadores reportados por Oyofo et al.,®" disefiados a partir de la

secuencia del gene flaA (Fig. 13).

Carrit 1 2 3 4 5 6 7 8

738
615
492
369
249

123

Fig. 13. Gel de agarosa al 2 % teflido con bromuro de etidio donde se muestra el fragmento de 450
pb amplificado por el PCR-2 a partir de C. coli (carril 2), C. jejuni (carril 3), C. fetus (carril 4), S.
gallinarum (carril 5), E. coli ( carril 6) y H. pylori (carril 7). Marcadores de peso molecular ladder 123
pb y 100 pb se observan en los extremos del gel (carril 1 y 8 respectivamente).
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Al probar estos iniciadores con los controles negativos se pudo comprobar que no

detectan a S. gallinarum y E. coli, sin embargo se observé para H. pylori una

(67)
banda tenue, aunque Oyofo et al., lo cita como negativo.

3.3. Concentracion minima detectable de ADN obtenido de cultivos puros de

C. jejuni, C. coliy C. fetus por PCR.

Con el fin de conocer la minima concentracion de ADN detectado por la PCR se
realizaron diluciones, comenzando con una concentracion de 5ug por cada 5pul
colocados en cada reaccion de PCR y de ahi se hicieron diluciones décuples para
obtener la concentracion minima detectada, siendo para C. jejuni y C. coli de 100

fgy para C. fetus de 10 fg (Fig. 14).
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Carril 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

123pb S0 g 100NG 10ng ing 00pg 10p3  'PY 100l 10R 4y O 1fg neg

800
400

200

100

Fig. 14. Gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio donde se muestra el fragmento de 362
pb amplificado por el PCR-1 a partir de diferentes diluciones de C. fetus (carril 2) 5ug, 1ug (carril
3), 100ng (carril 4), 10 ng (carril 5), 1 ng (carril 6), 100pg (carril 7), 10 pg (carril 8), 1 pg (carril 9),
100 fg (carril 10), 10 fg (carril 11), 1 fg (carril 12), 0.1 fg (carril 13), y el control negativo (carril 14).
Marcador de peso molecular Low ladder mass en el primer carril.

3.4. Aislamiento a partir de heces inoculadas con Campylobacter.
Previo a la inoculacion de las heces las diluciones bacterianas fueron sembradas
por triplicado en agar sangre para realizar posteriormente la cuenta de células

viables en las Ultimas diluciones de las cuales se obtuvo para C. jejuni 34 X 10 7
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UFC/ml y para C. coli 36.6X107 UFC/ml, lo cual esta dentro del intervalo

establecido para la turbidez al 0.5 de McFarland ¢®

con lo cual podemos
comprobar la cantidad de bacterias que fueron inoculadas en las heces de bovino
(Fig.15).

Para las diluciones 107, 10, 10®°y 10™"° no se pudo realizar la cuenta viable de

colonias debido a que la cantidad de UFC/ml ya no es detectable por este método.

Fig. 15. Campylobacter jejuni suspendido en SSF, diluido 107", 102, 1073, 10™, 10

10" sembrado en agar sangre para realizar la cuenta viable de colonias.
g

Posteriormente heces frescas de bovino fueron inoculadas con 100! de la dilucion
correspondiente y sembradas en medio BU7 con los antibioticos en las

concentraciones recomendadas en la literatura (' 5 & 7. 8 19

para realizar el
primoaislamiento de Campylobacter. También se utilizé el suplemento comercial
Preston (Oxoid), el cual contiene Polimixina B (2500 Ul), Trimetroprim (5mg),

Rifampicina (6mg) y Ciclohexamida (50mg).
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El medio BU7 a pesar de ser el mas recomendado, resulté inhibitorio para todas
las cepas probadas, por lo que se elaboré un medio que contenia agar sangre con
cada uno de los antibiéticos por separado, para comprobar el crecimiento de las
diferentes cepas con cada uno de los antibidticos y en su caso determinar si
alguno de ellos particularmente resultaba inhibitorio para alguna cepa.

Con lo anterior, se observé que la mayoria de las cepas evaluadas son
susceptibles a diferentes antibidticos, por lo cual, como se recomienda en la
literatura consultada '?, es necesario utilizar un minimo de dos medios selectivos
para realizar un diagnostico preciso y confiable. Estos resultados se pueden
observar en los siguientes dos cuadros, en el cuadro 4 podemos ver que las
diferentes cepas de Campylobacter no crecen en medio BU7, pero si, en AS y en
AS con suplemento Preston, mientras que en el cuadro 5 se observa la inhibicién
del crecimiento de algunas cepas por diferentes antibidticos, por ejemplo: colistina
inhibid el crecimiento de once cepas (C. coli 97, C. coli 227, C. coli 719, C. coli
2232, C. coli 183-83, C. jejuni 133, C. jejuni 286, C. jejuni 383, C. jejuni 81116,
C. lariy C. fetus), polimixina B el de doce cepas (C. coli 97, C. coli 252, C. coli
719, C. coli 2144, C. coli 2232, C. coli 183-83, C. jejuni 133, C. jejuni 286, C.
jejuni 383, C. jejuni 81116, C. lari y C. fetus) , novobiocina, colistina,
ciclohexamida y polimixina B juntos el de una cepa (C. jejuni 81116), Unicamente
una cepa ( C. laridis) no presentd crecimiento con ningun antibiético incluido en el
medio y cuatro cepas (C. jejuni 15, C. jejuni 17, C. jejuni 685 y C. jejuni 2397)
crecieron en presencia de todos los antibi6ticos con lo cual se puede pensar que
posiblemente se presente un sinergismo al estar todos estos antibiéticos juntos lo

cual favorezca la inhibicion del crecimiento de estas cepas.
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Cuadro 4. Medios utilizados en el aislamiento de Campylobacter.

Cepa Agar Sangre + BU7 Agar Sangre
Suplemento
Preston
C.coli 97~ ++ - ey
C.col 227+ ++ - ++
C.coli 252~ +++ . +++
C.coli 799~ ++ - ++
C.coli 2144~ ++ - +++
C. coli 2232~ +++ - - +++
C. coli 183.83 * +++ - i+
C. jejuni 15 * +++ — +++
C.jejuni 17 * +++ - +++
C.jejuni 133 * +++ - - +++
C.jejuni 286 * +++ R .. , ‘ +++
C. jejuni 383 * 4+ .. , i +++
C. jejuni ¢85 * i+ - = +++
C. jejuni 2397 * +++ - +++
C.Jjejuni g1116 * +++ . +++
C. Tari » Z . rory
C. fetus sybs. +++ - +++
fetus®
+ crecimiento escaso

++ crecimiento moderado
+++ crecimiento abundante
- crecimiento nulo o negativo

* 42° C en microaerobiosis durante 48 horas
° 37° C en microaerobiosis durante 48 horas
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Cuadro 5. Agar sangre con los diferentes antibidéticos que componen el medio
BU7.

Cepa Bacitraci |Novobio [Colis |Ciclohe |Polimi |Agar
na cina Tina |xamida [xina B |Sangre

C.coli 97 * +++ +++ - +++ - +++
C. coli 227+ +++ +4++ - +++ + ++
C.coli 252* +++ 4+ +++ +++ - +++
C.coli 719* 4+ 4+ - +++ - ++
C.coli 2144 * +++ +++ + +++ - +++
C.coli 2232+ e +++ - rarers - ++
C.coli 183-83 * 4+ +++ - +++ - 4+
C.jejuni 15+ 4+ 4+ ++ ++4 ++ T A+
C.jejuni 17+ +++ +++ ++ ++ ++ F++
C.jejuni 133 * +++ +++ - i+ - +++
C.jejunri 286 * i+ ey - Frw— PR rerars
C.jejuni 383 * raras +++ - rarers - +++
C. jejuni ¢85 * s +++ ++ +++ + +++
C.jejuni 2397 * + +++ + +++ ++ +++
C. jejuni 81116 * ey - - - - 4+
C. Iari - - - - _ 4+
C. fetus subs. +++ +++ - s Z T+t
fetuse

+ crecimiento escaso

++ crecimiento moderado
+++ crecimiento abundante
- crecimiento nulo o negativo

* 42° C en microaerobiosis durante 48 horas
° 37° C en microaerobiosis durante 48 horas
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Después de observar que la mayoria de las cepas de Campylobacter no crecen en
AS con al menos uno de los antibi6ticos que contiene el medio.BU7, pero lo hacen
en el medio elaborado con el suplemento comercial Preston, se decidié utilizar
este suplemento en el aislamiento de heces inoculadas con cultivo bacteriano. £En
AS y en AS con suplemento comercial Preston, se observd que para el primero el
aislamiento y la identificacion de Campylobacter seria imposible, mientras que

para el segundo no seria complicado (Fig. 16 y 17).

Fig. 16. Heces
inoculadas con
Campylobacter
sembradas en
agar sangre sin
antibioticos, a
las 24 horas.

Fig. 17. Heces inoculadas con
Campylobacter sembradas en AS
con el suplemento comercial
Preston a las 48 horas.
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Después de realizar el aislamiento de Campylobacter en AS con suplemento
Preston de las heces inoculadas se prosiguid a realizar tincion de gram,
movimiento en campo obscuro, catalasa y oxidasa para corroborar la presencia de
Campylobacter. También se sembraron heces sin inocular Campylobacter para

comprobar que no crecia ninguna otra bacteria presente en las heces.

3. 5. Extraccion de ADN a partir de heces.

La extraccion de ADN se realizé por cuatro diferentes métodos para cada una de
las 10 diluciones (-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10) partiendo del 0.5 de
McFarland inoculadas en heces con C. jejuni 2397 y C. coli 252.

® el cual dura

1. El primero fue el descrito por Gumerlook et al.,
aproximadamente 12 h, obteniendo un ADN sin degradacion y sin ARN por lo que

puede ser utilizado para las reacciones de PCR (Fig. 18).

61




Carril__1 2 3 4 5 6 7
Hindill -1 -2 -3 -4 -5 -6
. ..li 3 ) “». -' l G

Fig. 18. Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio en donde se observa el marcador de
peso molecular A DNA/ Hindlli y ADN obtenido por el método descrito por Gumerlook et al., ®” a
partir de heces inoculadas con las diluciones 10" a 107 conteniendo C. jejuni 2397.

2. El segundo método fue el descrito por Pitcher et al., 84

, que utiliza tiocianato de
guanidina, el cual dura aproximadamente 6h y para el cual se obtuvé ADN sin
degradacion y sin ARN por lo que también puede ser utilizado para la PCR (Fig.

19).




Carrii 1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 19. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en donde se observa ADN que se
obtuvo por el método de tiocianato de guanidina a partir de heces inoculadas con las diferentes
diluciones conteniendo C. jejuni 2397, el marcador de peso molecular A DNA/ Hindill (carril 1),
posteriormente se observan las diluciones de ADN 10" a 107 (carril 2 al 8). En el panel inferior el
marcador de peso molecular 2 DNA/ Hindlll (carril 1), posteriormente se observa el ADN de cultivo
puro sin diluir {carril 2) y el ADN que se obtuvo a partir de la dilucién 0.5 de McFarland inoculada
con C. jejuni 2397 (carril 3).

(88) (89)

3. El tercer método fue el descrito por Boom con modificaciones de Lawson
y Young ®? utilizando polivinilpirrolidona para remover inhibidores presentes en
las muestras, con lo cual se disminuyen los compuestos que puedan intervenir

con la reaccion de PCR. Este método duré 6h y se obtuvo ADN sin degradacion

y sin ARN por lo que también puede ser utilizado para la PCR (Fig. 20).
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Carril 1 2 3 4 5 6 7 8

1Kb -1 -2 -3 05 Cp
Gt M ABewmS QNN

Fig. 20. Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio en donde se observa ADN que se
obtuvo por el método de Boom ®® con modificaciones de Lawson ©® a partir de heces inoculadas
con las diferentes diluciones de C. jejuni 2397, el marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder
(carril 1), posteriormente se observan las diluciones de ADN 10 a 107 (carril 2, 3, 4) dilucién 0.5
de McFarland inoculada con C. jejuni 2397 (carril 5), cultivo puro (carril 6) y control negativo con
heces sin inéculo bacteriano (carril 8).

4. Para el cuarto método QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) se utilizd una
columna comercial, este método dura aproximadamente 3 h obteniendo menor
cantidad de ADN pero sin degradacion y sin ARN por lo que también puede ser

utilizado para la PCR (Fig. 21).
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Fig. 21. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en donde se observa ADN que se
obtuvo por el metodo de columna a partir heces inoculadas con las diferentes diluciones de C.
Jjejuni 2397, el marcador de peso molecular A DNA/Hindlll (carril 1), posteriormente se observan
las diluciones de ADN 107" a 10™® (carril 2 al 7 panel superior) y diluciones de ADN 10° a 107 (carril
2 al 6 panel inferior).

Al comparar estos cuatro métodos se observd que el ADN obtenido en todos no
presenta ADN degradado ni ARN, por lo cual cualquier método podria ser

considerado para ser utilizado en la PCR.
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3. 6. PCR de ADN obtenido a partir heces.

Primero se utilizé el ADN obtenido por el método de Gumerlook et al., ®”, con el
cual se realiz6 una PCR-2 con las condiciones y concentraciones previamente
descritas para C. jejuni y C. coli. En los primeros experimentos no se obtuvo
producto alguno en la PCR, por lo que los experimentos se repitieron, evaluando
estd metodologia de extraccion de ADN a partir de heces. En la literatura
consuitada 7% 77 80.81) g menciona que en heces es posible encontrar inhibidores
como son el pH, restos de sangre, restos de fibras, EDTA, etc, Dado que algunos
autores citan al EDTA como posible inhibidor, se utiliz6 ADN diluido con agua
bidestilada estéril y otro diluido con T:E (10:1), con el fin de comprobar si la

existencia de EDTA afecta los resultados obtenidos (Fig. 22).
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Fig. 22. Gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio en el que se muestra el marcador de
peso molecular Ladder low mass (carril1) siguiendo con los productos de la PCR-2 a partir de ADN
obtenido de heces, ei cual fue diluido 1:10, 1:100 y 1:1000, mas el ADN obtenido a partir de cultivo
puro, diluido con agua bidestilada estéril (carriles 2, 3, 4) y con T:E (carriles 5, 6, 7)
respectivamente y el control positivo con una cepa de C. jejuni (carril 8).

Al observar que el producto de la PCR-2 fue igual en el control positivo como en
las diluciones de ADN obtenido a partir de heces mezclado con ADN de cultivo
puro, tanto en las diluciones realizadas con agua como con T:E se pudo descartar
la presencia de inhibidores que interfirieran con la PCR, por lo cual se decidio
utilizar nuevamente el ADN diluido a una concentracion inicial dev 5ng, pero al

observar el resultado se pensé nuevamente que el método de extracciéon de ADN

no era el oOptimo, debido a que posiblemente no se obtiene ADN de
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Campylobacter, asi que se realizd la extraccion de ADN de las diluciones sin que

estas se inocularan en heces (Fig. 23).

Carrif 1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 23. Gel de agarosa al 1% tefido con bromurc de etidio, donde se observa el marcador de
peso molecular A DNA/Hindiit (carril 1), ADN de cultivo puro sin diluir {(carril 2), ADN de la dilucién
0.5 de McFarland (carril 3), ADN de las diluciones -1 a -5 (carriles 4, 5, 8,7, 8) respectivamente.

Se observo que en las diluciones -1 a -5 no se obtuvo ADN por lo que se descartd
este método y se propuso un segundo método, el cual fue utilizado para la
extraccién de ADN de cultivas puros de Campylobacter y que utiliza tiocianiato de
guanidina. Al ADN obtenido a partir de heces, se le realizd la PCR-2, sin observar
productos de amplificacion, por lo que este método se recomienda para extraer

ADN de cultivo puro pero no para ADN a partir de heces.
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Se utilizé un tercer método para obtener ADN a partir de heces, este fue el método

(88) (89)

descrito por Boom y Lawson , €l ADN obtenido por este método fue usado

para realizar la PCR (Fig. 24).

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8
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Fig. 24. Gel de agarosa al 2% tefido con bromurc de etidic mostrando los productos de la PCR

(88)

con ADN obtenido a partir de heces por el método de Boom y Lawson ®® . Marcador de peso

molecular 100 pb (carril 1) y los productos de la PCR-2 del ADN extraido a partir de heces de las
diluciones —1 a la -3 (Carriles 2, 3, 4) respectivamente, 0.5 de McFarland (carril 5), cultivo puro
(carril 6) y controtl negativo (carril 7).

Tras realizar la PCR-2 y obtener el producto de amplificacion de 450 pb se
comprobdé que este método era el adecuado para la extraccion de ADN. Asi
mismo, el método comercial QlAamp ADN Stool Mini Kit (QIAGEN ), demostré

resultados similares (Fig. 25).
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Fig. 25. Gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio mostrando los productos de
amplificacion de la PCR-2 con ADN obtenido a partir de heces por el metodo comercial QlAamp
ADN Stool Mini Kit (QIAGEN ), el marcador de peso molecular 123pb (carril 1) y los productos de
amplificacion de la PCR-2 con ADN extraido a partir de heces de las diluciones ~1 a la -7 de
McFarland (Carriles 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 panel superior) respectivamente y las diluciones —8 a —10
(carriles 2, 3, 4 panel inferior). Control positivo (carril 6 pane! inferior) y control negativo (carril 7
panel inferior).

3.7. Comparacién de Aislamiento y PCR para Campylobacter spp.

Dado que el aislamiento es la prueba mas utilizada para el diagnostico de
Campylobacter esta fue utilizada para conocer y comparar la sensibilidad y
especificidad en la prueba de PCR, para estas se utilizaron heces de bovino en
donde se inocularon diluciones decimales de 10 ~' a 10™° partiendo de una
concentracion de 0.5 de McFarland ©® (que equivale a 1.5 x 10 ® bacterias por ml).
Cada muestra de heces (0.5 g) fue inoculada con 100 | de la dilucién

correspondiente para posteriormente realizar la extraccion de ADN y la PCR,
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mientras que para el aislamiento, estas heces se sembraron en agar sangre con
suplemento Preston llevando a cabo la identificacion a las 48 h mediante la
observacion de movimiento por microscopia de campo oscuro, tincion de Gram,
oxidasa y catalasa.

Al sembrar las diluciones bacterianas en agar sangre con suplemento Preston, en
las cuatro repeticiones se observé crecimiento hasta la dilucion —6 (con dos
repeticiones negativas)(cuadro 6), que corresponde a 1,500 bacterias minimo
para que se pueda obtener el cultivo mediante técnicas convencionales.

Al realizar la PCR-2 con estas mismas diluciones se obtuvieron resultados
positivos hasta la dilucién —8 ( con una repeticion negativa)(cuadro 6). Por lo

anterior para lograr un resultado por PCR positivo requeririamos la presencia de

15 bacterias como minimo para que la muestra pueda ser o6ptima para

diagnostico.

En las diluciones —9 y —-10 no se obtuvieron tampoco resultados positivos por
PCR, debido a que las diluciones partieron del 0.5 de McFarland por lo que en la
dilucion ~8 sodlo se encontrarian 1.5 bacterias y en la diluciéon —10 0.15, bacterias
las cuales no son detectadas por ninguna de las dos pruebas diagnosticas.

Como control negativo tanto para el aislamiento, como para la PCR-2 se utilizaron

las mismas heces de bovino sin inoculo, con las cuales no se obtuvieron

resultados positivos, observando para las cuatro repeticiones en las diez

diluciones tnicamente resultados negativos.
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CUADRO 6. Resultados de las cuatro repeticiones tanto para el aislamiento como
para la PCR.

Dilucion| A1 | A2 | A3 | A4 |PCR1|PCR2|PCR3|PCR 4 No. de
microorganismos

-1 + + + + + + + + 150,000,000
2 + + + + + + + + 15,000,000
-3 + | + + + + + + + 1,500,000
4 + + + |+ + + + + 150,000
5 + + :' + + -+ + + 15,000
s [+ - = Fo m + 1500
7 N RO e + + ¥ 150
-8 - - + - + 15
-9 - - - - - - - 1.5
-10 - - - - - - - - 0.15

A = Aistamiento
PCR = Reaccidén en Cadena de la Polimerasa

1-2-3-4 = Numero de repeticiones para aislamiento
1-2-3-4 = Numero de repeticiones para PCR

Sensibilidad y Especificidad en el Aislamiento de Campylobacter spp.
Debido a que en la dilucion -9 y —10 no se obtuvieron aislamientos, ni resuitados
positivos por PCR, con los resultados obtenidos se considerd unicamente hasta la

dilucién 1078 que fue la dilucidon en donde se encontré el Gltimo resultado positivo

(Cuadro 7 y 8).
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Cuadro 7. Sensibilidad y Especificidad para el aislamiento bacteriolégico

Inoculados No _inoculados Total

Aislamiento + 22 0 22
Aislamiento - 10 32 42
Total 32 32 64
Sensibilidad =22/32 =68 %
Especificidad = 32/32 = 100%

22/64
VPP = Valor Predictivo Positivo = =1

22/64

32/64
VPP = Valor Predictivo Negativo = = 0.76

42/64

En el cuadro 7 se observan que de las 32 muestras inoculadas se logré sélo el
aislamiento en 22 de ellas, por lo que la sensibilidad fue de 68%, y la especificidad
del 100%.

Cuadro 8. Sensibilidad y Especificidad para la PCR.

Inoculados No inoculados
PCR positivo 31 0 31
PCR negativo 1 32 33
Suma 32 32 64

Sensibilidad = 31/32 = 96.8 %
Especificidad = 32/32 = 100%




31/64

VPP = Valor Predictivo Positivo = = 0.96
32/64
32/64

VPP = Valor Predictivo Negativo = = 0.96
33/64

En el cuadro 8 se observa que de 32 muestras inoculadas se obtuvieron 31
productos de amplificacion en la PCR con el ADN obtenido a partir de estas, con
un solo resultado negativo, por lo cual la sensibilidad y la especificidad obtenidas

fue de 96.8 y100% respectivamente.

3.8. Evaluacion de la técnica de PCR en muestras clinicas de rumiantes.
A las once muestras de las hembras (heces) y las diez de machos (SLP) se les
realizd preparaciones himedas para ver movimiento obteniendo los siguientes

resultados (Cuadro 9):
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Cuadro 9. Resultados de la microscopia de campo obscuro en heces y solucién
de lavados prepuciales (SLP).

No. de Campo obscuro Campo obscuro de solucién de
muestra heces (hembras) lavados prepuciales (machos)

1 Negativo Negativo

2 Negativo Positivo

3 Negativo Negativo

4 Negativo Positivo

5 Negativo Positivo

6 Negativo Negativo

7 Negativo Positivo

8 Negativo Negativo

9 Negativo Negativo

10 Negativo Negativo

11 Negativo -

f
Negativo = Sin formas similares a Campylobacter spp ni movimiento caracteristico.

Positivo = Con formas similares a Campylobacter spp y movimiento caracteristico.

Después de 48 h a diferentes temperaturas no se obtuvo crecimiento de
Campylobacter por lo tanto las cajas se incubaron 72 h mas encontrando que solo
tres cultivos provenientes de SLP fueron sospechosos de Campylobacter (Cuadro

10).
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Cuadro 10. Resultados del primoaislamiento a partir de heces y solucién de

lavados prepuciales.

No. de muestra Cultivos heces | Cultivos de solucion
(hembras) de lavados prepuciales
(machos)

1 Negativo Negativo

2 Negativo Sospechoso
3. Negativo Negativo

4 Negativo Sospechoso
5 Negativo Sospechoso
6 Negativo Negativo

7 Negativo Negativo

8 Negativo Negativo

9 Negativo Negativo

10 Negativo : Negativo

11 Negativo -

Negativo = Sin crecimiento a los 5 dias.

Sospechoso = Con crecimiento (colonias caracteristicas de Campylobacter)

Los resultados negativos de las hembras se pueden atribuir al tiempo que
demoraron las muestras en ser procesadas, esto debido a que el tiempo de
transporte requerido es de dos horas para un aislamiento exitoso, mientras que en
este caso, el tiempo fue de cuatro horas.

Los cultivos sospechosos de los machos se revisaron nuevamente por
microscopia de campo obscuro sin observar movimiento caracteristico o formas
similares a Campylobacter , sin embargo, se resembraron en agar sangre con

suplemento Preston y se incubaron durante 48 h. Una vez transcurrido este tiempo
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(48h) no se observaron bacterias Gram negativas con formas similares a
Campylobacter sino unicamente bacterias Gram positivas, por lo que finalmente
estas muestras fueron diagnosticadas como negativas por aislamiento.

Las once muestras de las hembras (heces) fueron procesadas para realizar la
PCR-1, a estas muestras se les extrajo ADN por el método de Boom ©® con

modificaciones de Lawson ®9 (Fig. 26).

Carril 1 2 3 4 5§ 6 7 8

Fig. 26. Gel de agarosa al 1% en donde se observa el ADN obtenido a partir de heces por el
método de Boom ©®® con modificaciones de Lawson ®*. Marcador de peso molecular 1 kb DNA
ladder (carril 1 pane! superior e inferior), muestras de 1 a 5 (carriles 2, 3, 4, 5, 6 panel superior),
muestras 6 a 10 (carriles 2, 3, 4, 5, 6 panel inferior).

Después de obtener el ADN de heces de ovino se realizo la PCR-1 especifica para
C. fetus (Fig. 27).
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Fig. 27. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio en donde se muestra el marcador de
peso molecular 123 pb (carril 1), muestras 1 a 7 (carriles 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 panel superior),
muestras 8 a 11 (carriles 2, 3, 4, 5 panel inferior), control positivo C. fetus (carril 6 panel inferior ),
contro! positivo C. jejuni (carril 7 panel inferior) y control negativo (carril 8 panel inferior).

En la figura 27 se puede observar que en los carriles 2, 3, 5, 6, 7, 8 superiory 2,
3, 4, 5 inferior hay un producto de amplificacion de 362 pb correspondiente al

producto que se espera para la PCR-1 especifico para C. fetus, C. jejuniy C. coli.

Debido a que la PCR-1 puede diferenciar C. fetus de C. jejuniy C. coli se realizé la

digestion con la enzima de restriccion Alul para observar el tamafo de los

fragmentos obtenidos después del corte y asi verificar la especie (Fig. 28).
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Fig. 28. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio en donde se muestra el marcador de
peso molecular 123 pb (carril 1), muestras 1 a 7 (carriles 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 panel superior),
muestras 8 a 11 (carriles 2, 3, 4, 5 panel inferior), control positivo C. fetus (carril 6 panel inferior),
control positivo C. jejuni (carril 7 panel inferior) y control negativo (carril 8 panel inferior).

En la figura 28 se puede observar cada fragmento obtenido de los productos de
amplificacién de la PCR-1 en los diferentes controles positivos, siendo para C.
fetus (carril 6 inferior) de 330 pb y 30 pb, mientras que para C. jejuni (carril 7
inferior) es de 169 pb, 163 pb (se aprecian como una sola banda) y 30 pb, con lo
cual comprobamos que las muestras procesadas presentan C. fetus. En el carril
numero dos se observan las bandas correspondientes a ambas especies de

Campylobacter (C.fetus y C. coli).

TESIS CON | S5TA TESIS
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Las diez muestras de los machos (lavados prepuciales) fueron procesadas para
realizar la PCR, a estas muestras se les extrajo ADN por el método de Tiocianato

de guanidina ®* (Fig. 29).

Carril 1 2 3 4 5 6 7

Fig. 29. Gel de agarosa al 1% en donde se observa el ADN obtenido a partir de lavados
prepuciales por el método de tiocianato de guanidina 84 o] marcador de peso motecular 1 kb DNA
ladder(carril 1), muestras de 1 a 5 (carriles 2, 3, 4, 5, 6 panel superior), muestras 6 a 10 (carriles 2,
3, 4, 5, 6 panel inferior).

Después de obtener el ADN se realizé la PCR-1 especifica para C. fetus, C. jejuni

y C. coli (Fig. 30).
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Fig. 30. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio en donde se muestra los productos de
amplificaciéon de la PCR-1. Marcador de peso molecular 123 pb (carril 1), muestras 1 a 6 (carriles 2,
3, 4, 5, 6, 7 panel superior), muestras 7 a 10 (carriles 2, 3, 4, 5 panel inferior), control positivo C.
fetus (carril 6 panel inferior), contro! positivo C. jejuni (carril 7 panel inferior) y control negativo (carril
8 panel inferior).

De las 10 muestras analizadas se observé que todas presentaban un producto de
ampilificacién de 362 pb que es especifico para C. fetus, C. jejuni y C. coli,
posteriormente se realizé la digestion con la enzima Alul para verificar estos

resultados (Fig. 31).
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Fig. 31. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio en donde se muestra el marcador de
peso molecular 123 pb (carril 1), muestras 1 a 6 (carriles 2, 3, 4, 5, 6, 7 panel superior), muestras 7
a 10 (carriles 2, 3, 4, 5 panel inferior), control positivo C. fetus (carril 6 panel inferior), control
positivo C. jejuni (carril 7 panel inferior) y control negativo (carril 8 panel inferior).

En la figura 31 se puede observar cada fragmento que se obtiene de los productos
de amplificacion de la PCR-1 en los diferentes controles positivos, siendo para C.
fetus (carril 6 inferior) de 330 pb y 30 pb, mientras que para C. jejuni (carril 7
superior) es de 169 pb, 163 pb (se aprecian como una sola banda) y 30 pb, con lo
cual comprobamos que en las muestras procesadas se encontraba presente C.
fetus que aunado a la historia clinica se sugiere como posible patégeno a C. fetus

subsp. fetus.




Al analizar estos resultados observamos que en este rancho si se encontraban
animales positivos a Campylobacter fetus.

Posteriormente se analizaron 80 muestras de heces de hembras y 10 muestras de
solucion de lavados prepuciales de machos. De las primeras se obtuvieron 49
muestras positivas y 31 muestras negativas, mientras que de las segundas se
obtuvieron cinco muestras positivas y cinco muestras negativas.

Con estos resultados se verificd que la PCR-1 es capaz de detectar C. fefus en
animales sospechosos por lo que se recomienda esta prueba para el diagnéstico
de rutina en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ de la
UNAM en cualquier muestra clinica de la cual el diagnoéstico presuntivo sea

Campylobacter spp.
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4. Discusioén.

El aislamiento de Campylobacter es un procedimiento particularmente complicado
ya que la muestra a analizar debe contener un minimo de 1,500 microorganismos
viables, requiriendo el uso de medios selectivos con antibidticos y largos tiempos
de incubacién, de tal forma que el diagnédstico definitivo se obtiene en no menos
de cinco dias. En este trabajo presentamos la estandarizacion de una técnica
molecular alternativa, PCR, la cual no presenta las complicaciones descritas para
el aislamiento bacterioldgico.

Esta prueba es altamente sensible pues solo se requieren 15 microorganismos en
la muestra y no necesariamente viables. En lo concerniente al tiempo, éste se
redujo a 24 h, lo que reduce el lapso para emitir el resultado del diagnéstico cuatro
dias en comparacién con el aislamiento bacterioldgico.

El costo de la PCR es similar al del diagndéstico bacterioldgico, debido a que en
éste se utilizan medios selectivos.

La PCR ya ha sido utilizada para diagnosticar diversas enfermedades mostrando

una alta sensibilidad y especificidad. Los oligonucleétidos reportados por Oyofo et

al., e utilizados en este trabajo, detectaron Gnicamente Campylobacter jejuni y
Carmpylobacter coli. Estos oligonucledtidos se disefiaron a partir de la secuencia
de los genes flaA y flaB de la proteina flagelar que presenta un alto grado de
homologia entre ciertas regiones de bacterias de la familia Enterobacteriaceae,

como E. coli, Salmonella y Klebsiella.
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Esta PCR-2 no amplifica a partir de ninguna otra especie del género
Campylobacter ( C. fetus subs. verealis, subsp. fetus y subs. intermedius, C. lari,
C. mucosalis, C. hyointestinalis, C. sputorum, C. upsaliensis, C. consisus,
C.showae, C. gracilis, C. curvus, C. rectus y C. cryaerophila) ni de la familia
Enterobacteriaceae (Salmonella y Escherichia coli), aunque detecta, en menor‘

grado, a Helicobacter pylori lo cual no fue previamente reportado por Oyofo et

(67)
al., . La amplificacion de H. pylori no interfiere con el diagndstico de

Campylobacter, como se discutirdA mas adelante, , sin embargo, representa una
evidencia de que estas dos bacterias presentan una secuencia similar en el
fragmento de los genes (flaA y flaB) que ampilifica, lo cual es comprensible ya que
anteriormente H. pylori estaba clasificado dentro del género Campylobacter spp.,
lo cual sugiere una alta similitud en varios de sus genes. Aunque la diferenciacion
de las cepas de C. jejuni y C. coli no fue posible en este estudio, esto se puede
lograr utilizando un segundo grupo de iniciadores basados en la secuencia del
gene hipO, con lo cual se tendria una prueba diagnoéstica altamente sensible y atn
mas especifica, capaz de diferenciar a estos dos microorganismos a partir de
diferentes muestras clinicas.

Con los oiligonucledtidos utilizados para C. fetus, descritos previamente por

(82)
Eaglesome D M et al., se detectd C. fetus subsp. venerealis, C. felus subsp.

fetus, C. jejuni y C. coli. Estos oligonucleétidos en el ensayo realizado por

(82)
Eaglesome D M et al., no detectaron cepas saprofitas del aparato reproductor
de animales, principalmente bovinos (prepucio), como lo son C. concisus, C.

sputorum y Campylobacter sputorum biovar bubulus, garantizando asi la deteccién
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de la especie causante de enfermedad, lo cual fue comprobado en nuestro estudio
por medio de muestras de SLP de ovinos las cuales mostraron el producto de
amplificacion especifico mediante la PCR-1 y por la microscopia de campo

obscuro con la cual fueron sospechosas a Campylobacter spp, confirmando o

(82)
descrito por Eaglesome D M et al.,

En el ensayo reportado por Eaglesome D M et al., © no se utilizé como un control
negativo Helicobacter pylori, mientras que en nuestro ensayo si, obteniendo dos
productos de amplificacién, uno de 362 pb y otro menor de 100 pb. Al realizar la
digestion de estos productos se obtuvieron tres fragmentos como en el caso de C.
Jjejuniy C. coli, esto no podria considerarse una interferencia en el diagnostico, ya
que en la amplificacidn, como ya se menciond, se obtienen dos productos de
amplificacién y no uno solo como en el caso de C. jejuni y C. coli, descartando la
posibilidad de falsos positivos debido a H. pylori.

Aungue las técnicas moleculares son altamente sensibles y especificas, no se
pueden realizar pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos como con el
aislamiento por lo cual el clinico tendra que aplicar los antimicrobianos de eleccion
recomendados en la literatura, siendo esta una de las desventajas que presentan
este tipo de pruebas. Sin embargo, esto no representa problema alguno en el caso
de Campylobacter, ya que no hay tratamiento especifico para cada especie.

En los ensayos realizados con ADN obtenido de cultivos puros las

concentraciones minimas detectadas fueron de 100 fg para C. jejuniy C. coli lo

(67)
que equivale a 6.4 bacterias, siendo superior a lo reportado por Oyofo et al. de

0.0062 pg para ambas cepas, equivalente a 4 bacterias. La explicacion de dicha
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diferencia, puede deberse a la enzima Taq utilizada, ya que diversos reportes se
menciona la existencia de enzimas con diferentes eficiencias. Para C. fetus, la
concentracion minima fue 10 fg (4 bacterias), mientras que Eaglesome D M et al.,

(82)
detectaron 500 fg lo cual equivale a 40 bacterias, en este caso la diferencia en

(82)
la sensibilidad puede deberse a que en sus ensayos Eaglesome D M et al.,,

realiza un procedimiento en el cual el ADN es sometido a temperaturas elevadas,
en nuestra experiencia dicha accién provoca que e! ADN se degrade alterando la
eficiencia en la PCR.

Una parte importante en este trabajo fue la evaluacién de métodos de extraccion
de ADN a partir de heces inoculadas con bacterias. De los métodos evaluados el
de Boom® con modificaciones de Lawson ®? | fue el mas eficiente logrando la
amplificacion de los productos esperados, con una sensibilidad mayor que en el
aislamiento bacteriologico, como se discutira adelante. Esta metodologia aunque
es eficiente presenta el problema de ser un procedimiento largo, para lo cual una
alternativa para disminuir el tiempo fue el método comercial que utiliza una
columna, con lo cual la extraccidon se reduce a 2 horas. Las otras metodologias no
son recomendables debido a que el tiempo es como minimo un dia y el ADN
obtenido se degrada mas facilmente alterando la eficiencia del diagnéstico por
PCR.

Como se aprecia en los resultados de las muestras de heces previamente
inoculadas, la sensibilidad obtenida con la técnica de PCR (96.8 %) fue mayor al
aislamiento bacteriolégico (68%), y como ya se menciond, el aislamiento requiere

de organismos viables en gran cantidad, mientras que con las técnicas
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moleculares no es necesario, lo cual hace a la PCR mas eficiente. Aunque el
aislamiento es 100% especifico, es poco sensible, debido a que si en la muestra
se encuentran pocos microorganismos, el aislamiento es dificil dando como
resultado un diagndstico negativo, aunque posiblemente si se encuentre el
microorganismo pero en una cantidad no detectada por aislamiento, en contraste,
la PCR detecta una concentracion menor de microorganismos con lo cual
podemos tener mayor certeza de que si la prueba es positiva el resultado va tener
un minimo grado de error.

Por otra parte, los ensayos de aislamiento bacteriolégico con los dos medios
probados (BU7 y Preston) con las cepas utilizadas, mostaron que existe una
diferencia notable en la sensibilidad a los antibiéticos comunmente utilizados, por
esta razéon se debe considerar la combinancién de medios para el aislamiento
bacteriologico evitando asi la emision de resultados falsos negativos, de ahi que
en la literatura se recomiende el uso de al menos dos medios para el aislamiento
bacteriolégico.

Finalmente, se evalud el costo de los reactivos utilizados en los métodos de
extraccion de ADN a partir de heces, comparando el método de Boom ®® con
modificaciones de Lawson ¥ contra el método comercial que utiliza una columna.
En el primero, el costo de la extraccion de ADN es de aproximadamente $13.90
mientras que en el segundo, el costo fue de $ 39.70. Si se considera el método
comercial, el tiempo disminuye 24 h aunque los costos de la prueba se elevan,
aumentando asi el monto total si la PCR se usara como diagnéstico de rutina,
mientras que el método de Boom ©®® con modificaciones de Lawson 9 disminuiria

el costo aunque aumentaria el tiempo de trabajo requerido 24 h. De tal modo que
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tratdndose de una bacteria tan complicada en su aislamiento como lo es
Campylobacter, el costo del método comercial seria justificado, ya que la rapidez y
la sensibilidad de esta prueba, permite emitir un diagndstico confiable en corto
tiempo con lo cual el clinico o el productor estarian en condiciones de aplicar un
tratamiento convencional al inicio de la infeccion. Esto debido a que la prueba no
se lleva mas de 24 h desde que se recibe la muestra hasta que se emite el
resultado, comparandolo con el tiempo utilizado para el diagnostico bacteriolégico
de 96 h.

En las muestras de heces y SLP de ovinos utilizadas para comparar el aislamiento
bacteriolégico y la PCR, se observd que en 20 de las 21 muestras se obtuvo un
producto de amplificacion, en contraste, no se logré ningdn aislamiento
bacteriolégico. Esto puede deberse principalmente a las caracteristicas restrictivas
requeridas en el manejo de la muestra para el aislamiento bacterioldgico, mientras
para la PCR no se requiere de este manejo, ya que no es necesario mantener
viable a Campylobacter para esta prueba.

Por todo lo anterior, el desarrollo e implementacién de estas herramientas
biotecnologicas repercute en la economia de los usuarios del diagndstico, lo cual
nos permite sugerir de manera muy contundente que estas metodologias se

implementen en los laboratorios de diagnostico.
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5. Conclusiones.

1. El método recomendado de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo
para la extraccién de ADN a partir de cultivos puros para Campylobacter es el

de Pitcher et al., 9.

2. Los iniciadores utilizados para la PCR-1 detectaron C. fetus en heces y SLP

en todos los animales clinicamente enfermos.

3. Los iniciadores utilizados para la PCR-2 resultaron con una sensibilidad de
96.8% y una especificidad del 100%, por lo cual pueden utilizarse para el
diagnostico de Campylobacter jejuni y C. coli a partir de muestras clinicas de

cualquier especie animal o subproductos de origen animal.

4. De los métodos de extracciéon de ADN utilizados a partir de heces, el método
recomendado en relacién al tiempo es el comercial QlAamp ADN Stool Mini
Kit (QIAGEN ), mientras que el de menor costo es el método de Boom ®® con

modificaciones de Lawson ©9,

5. La técnica de PCR estandarizada en este trabajo es una herramienta mas
para el diagnostico de Campylobacter jejuni, C. coli y C. fetus, aunado a el

aislamiento bacteriolagico.
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