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DETECCION RAPIDA DE Campylobacter jejuni EN POLLOS MEDIANTE
LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ANIDADA

A rapid detection of Campylobacter jejuni in chickens by nested
polymerase chain reaction

Karim L. Jiménez"?, Amparo I. Zavaleta', Victor Izaguirre!, Ysabel Koga?, Javier Soto’

RESUMEN

Con el objetivo de estandarizar un método rdpido para la deteccidn de C. jejuni en pollos se tomaron hisopados cloa-
cales de 50 pollos de 7 semanas de edad en diferentes mercados del distrito de Lima. Se extrajo el ADN por solventes
organicos y se detectd la presencia de C. jejuni mediante la reaccion en cadena de la polimerasa anidada utilizando
cebadores especificos para los genes ribosdmicos 165 y gen hipQ. Paralelamente, utilizando métodos de filtracion bac-
teriologicos convencionales se aislo C. jejuni en medios selectivos. Los métodos rapido y convencional permitieron

detectar C. jejuni en el 48/50 (96%) y 29/50 (58%) de las muestras analizadas, respectivamente. Los hallazgos de este
estudio indican que el método rapido tiene mayor sensibilidad que el convencional.
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SUMMARY

In order to standardize a rapid method for detecting C. jejuni in chickens, it was taken cloacal swabs from 50 chickens
of seven-week lifetime belonging to several markets of Lima’s city. DNA was extracted by using organic solvents and
the presence of C. jejuni was detected by means of Nested-PCR using specific primers for 165 ribosomal and hipQ ge-
nes. In paraliel with this rapid DNA-based approach, it was isolated C. jejuni by conventional filtration bacteriological
methods and selective culture mediums. The rapid and conventional methods used in this study, detected C. jejuni in

48/50 (96%) and 29/50 (58%) respectively. These findings indicate than the rapid method has a higher sensitivity than
the conventional one.
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INTRODUCCION

Campylobacter jejuni es el principal agente causal
de la gastroenteritis humana denominada campi-
lobacteriosis, responsable de aproximadamente
450 millones de casos por ano a nivel mundiall, en
algunos casos produce complicaciones neurologi-
cas, como el sindrome de Guillain-Barré que es un
desorden desmielinizante que afecta nervios peri-
féricos causando paralisis progresiva®.
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El tracto digestivo de las aves es el habitat natu-
ral de Campylobacter jejuni, las cuales las trans-
portan en forma asintomatica. Se ha reportado
que el 80% de canales y visceras que se comer-
cializan en los centros de abasto se encuentran
contaminados por Campylobacter jejuni y se esti-
ma que mas del 70% de los casos de campilo-
bacteriosis estan asociados a la manipulacion de

pollos crudos o la ingestion de carne insuficien-
temente cocida’.

Lab. de Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, Lima 1- Peru. E-mail: azavaletap@unmsm.edu.pe

Hospital Nacional Docente Madre-Nino “San Bartolomé”, Lima 1- Pert

Rectbido: Abril 2007 — Aceptado: Mayo 2007



8  Deteccion rapida de Campylobacter jejuni en pollos

Mortfologicamente, son bacilos Gram negativos que
presentan flagelos en uno o en ambos extremos.
Asl mismo, frente a una exposicidén prolongada al
medio ambiente, a cambios bruscos de tempera-
tura o en cultivos de mas de 72 horas, adquieren
formas estéricas u ovoides perdiendo la capacidad
para multiplicarse en medios de cultivo, pudiendo
retornar a su forma bacilar si es que son nueva-
mente inoculadas en células animales®.

Se dispone de métodos microbiologicos para el ais-
lamiento e identificacion de esta bacteria; sin em-
bargo, se requieren medios de cultivos especificos
y condiciones exigentes, los cuales son costosos y
demandantes de tiempo, dificultando su aplica-
cidén en el analisis de rutina en paises en vias de
desarrollo. Bang y col. han desarrollado procedi-
mientos de muestreos sistematicos y métodos de
deteccidon rapida en base a los genes ribosdémicos
16S e hipO°. En el género Campylobacter, el gen hipO
que codifica la hipuricasa esta presente tinicamen-
te en C. jejuni®’; sin embargo, se ha reportado la
presencia de cepas hipurato negativas en el 5 al
10% de aislados®, por lo tanto, se requiere de me-
todologias rapidas, sensibles y especificas para la
identificacion de este patdgeno.

El objetivo del presente estudio fue estandarizar
la reaccion en cadena de la polimerasa anidada en
base a los genes ribosémicos 16S e hipO para la de-
teccion de C. jejuni en hisopados rectales.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra. Se tomaron muestras por hiso-
pado cloacal de 50 pollos de 38 a 42 dias de edad
de diterentes mercados del distrito de Lima. Las
muestras se transportaron hasta el laboratorio bajo
refrigeracion en el medio Amies.

Método de filtracion. Se empled el agar Mueller
Hinton suplementado con carbdn activado y des-
oxicolato de sodio. Adicionalmente, se incluyo el
factor de aerotolerancia que contenia metabisulfito

de sodio, piruvato de sodio, sulfato ferroso y cefa-
lotina (30 ug/mkL).

Los hisopos se hidrataron con 300 uL de PBS. Las
placas con agar se secaron en la estufa a 37 °C por
dos horas para facilitar la absorcidén del liquido y
se coloco un filtro de nitrocelulosa de (.45 pum so-
bre la superficie del medio de cultivo. Se dispensd
200 pL de la suspension del hisopado conteniendo
las bacterias sobre la membrana de nitrocelulosa y

se incubo a 42 °C por 30 minutos, transcurrido el
tiempo, el filtro se elimind y las placas se incuba-
ron a 42 °C por 48 horas en una jarra de anaerobio-
sis con vela encendida y una tableta de efervescen-
te comercial dentro de una bolsa de polipropileno
con 10 mL de agua destilada.

Identificacion bacteriolégica. En una lamina porta
objeto se resuspendio una colonia en 20 uL de cal-
do MH estéril y se observo al microscopio a 100X
de aumento. Todos los aislados obtenidos se iden-
tificaron por las reacciones de oxidasa, catalasa, hi-
droélisis del hipurato de sodio y la susceptibilidad
al acido nalidixico y cefalotina.

Extraccion de ADN en muestra directa. E]l ADN
se extrajo a partir de la suspension del hisopado
cloacal y de los cultivos purificados por el método
de fenol/cloroformo descrito por Maniatis y col.”

Reaccidn en cadena de la polimerasa anidada. Se
amplificaron los genes ribosémicos 165 e hipO. Las
secuencias de los cebadores y las condiciones de

PCR usadas en la reacciones se presentan en la Ta-
bla 1.

La mezcla final de reaccion contenia un volumen
de 25 uL de KCl 50 mM, Tris/HC] 10 mM (pH 84 a
25 °C), triton X-100 0.1 % (v/v), Mg(Cl, 1.5 mM, 200
UM de cada desoxinucleétido (dATP, dCTP, dGT,
dTTP), 25 pmoles de cada cebador y Tag ADN po-
limerasa 1U (Invitrogen). Las condiciones de cada
ciclo de reaccion programadas en un termocicla-
dor (Perkin Elmer 2400) fueron: desnaturalizacion
a 94 °C durante 45 s, hibridacion de acuerdo a las
caracteristicas de los cebadores y al gen a amplifi-
car y polimerizacion a 72 °C durante dos minutos.
Estas condiciones se repitieron durante los 35 ci-
clos y al final se incubd a 72 °C durante 7 min. En
todos los casos se consideraron controles negativos
de la reaccidén de PCR sin anadir ADN molde. Los
productos de PCR obtenidos se separaron por elec-
troforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TBE
0.5X a 80 V. Posteriormente, el ADN se colored con
bromuro de etidio y fotografiado bajo luz UV.

RESULTADOS

Aislamiento de Campylobacter spp. El método
de filtracion con el medio Mueller Hinton modi-
ficado y suplementado con cefalotina permitid el
crecimiento de colonias caracteristicas del género
Campylobacter en el 58% (29/50) de los hisopados
cloacales analizados. La visualizacion directa al
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microscopio mostro la presencia de bacilos mévi-
les con giros sobre su propio eje, conocido como
movilidad en sacacorchos. Unicamente se conside-
raron aquellos aislados que presentaron reaccion
positiva a las pruebas de oxidasa, catalasa, hipu-
rato de sodio y mostraron resistencia a acido nali-
dixico y cefalotina.

Extraccion del ADN. El método fenol/cloroformo
empleado permitid la obtencion del ADN, tanto
del hisopado cloacal como de cultivos puros, con

alto grado de pureza y concentracion como se ob-
serva en la Fig. 1.

23 kb

Figura 1. ADN total purificado de hisopados rectales de
pollos.

Linea 1, muestra directa; 2 y 3, aislados; 4, ADN del
fago A/Hind III.

Deteccion de C. jejuni por PCR anidada. En el 96%
(48/50) de los hisopados cloacales se identifico la

presencia de Campylobacter jejunt por esta variante
de la PCR, evidenciando la alta sensibilidad de la
tecnica molecular empleada.

En la Fig. 2 se muestra la corrida electroforetica de
los productos de la PCR anidada del gen ribosomi-
co 16S. Las lineas 2 y 4 corresponden al fragmento
de 1495 pb que se encuentra en todas las especies
del género Campylobacter. La linea 2, muestra una
baja concentracion de ADN; sin embargo, es sufi-
ciente para la segunda reaccion de PCR donde los
fragmentos de 833 pb correspondientes a Campylo-

bacter jejuni y C. coli se muestran muy intensos en
las lineas 3 y 5.
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Figura 2. Producto amplificado del gen ribosomico 16S de Cam-
pylobacter spp por PCR anidada. Lineas 2, 4 y 6, primera reac-
cién de PCR; Lineas 3, 5 y 7, segunda reaccion de PCR. Linea
1, Ladder 1kb; Lineas 2 y 3, muestra directa; Lineas 4 y 5, cepa
MP4; Lineas 6 y 7, control negativo.

Tabla 1. Cebadores, tamano de los amplicones y condiciones de PCR utilizadas en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa Anidada para la deteccion de Campylobacter jejuni en pollos.

‘ Hibridacion Tamano del
Gen Cebador Secuencia del cebador C) amplicon (pb)
I — | .

Y G12-F 5 TTGATCCTGGCTCAGAGT3 _ _
w1bosomsco 165 CG1507-R 5 TTCACCCCAGTCGCTGATS' 60 (5 10) 1450
Ribosémico 165 CcCJ609-F 5 ATCTAATGGCTTAACCATTA3’ 55 (1) -
(Nested) CcCj1442-R 5'GTAACTAGTTTAGTATTCCGG3' .

. Hip100-F 5 ACTGCAAAATTAGTGGCG3' o
hipO I-IiEllEH-R 5GAGCTTTTAGCAAACCTTCCS > %) 1028

, Hip100-F 5 ACTGCAAAATTAGTGGCG3 _

T"l =
nipO (Nested) Hip483-R 5 CGCTACCAAAAGGCATAT3' 29 () 383
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En la figura 3, se observan los productos de 1028
pb y de 383 pb que corresponden a la PCR y PCR
anidada del gen hipO que confirman la presencia de
. jejuni. Las muestras positivas para los genes ribo-
somicos 165 e hipO confirmaron la presencia de C
jejuni. De las 50 muestras de hisopados se aislaron
29 cepas de C. jejuni, las cuales fueron confirmadas
por la PCR anidada, lo que representa el 58%.
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Figura 3. PCR anidada del gen hipO de C. jejuni. Lineas 2 y 3,

Primera y segunda reaccién; Linea 3, blanco; Linea 1, Hyper-
ladder iI.

DISCUSION

Campylobacter jejuni es la primera causa de diarrea
en paises desarrollados y en vias de desarrollo lle-
gando en algunos paises industrializados a ser un
problema de salud publica de mas importancia
que Salmonella, Shigella v Escherichia coli'®,

Desde la década del ‘90 y a pesar del aumento en
las exigencias sanitarias en la industria de alimen-
tos de Europa Occidental, Norteamerica, Australia
y Nueva Zelanda, los casos de infecciones produ-
cidas por Campylobacter se han incrementado, des-
tacando Dinamarca, donde los casos se triplicaron
entre 1990 y 2000%.

Los cebadores CG12-F y CG1507-R permitieron
amplificar los genes ribosdmicos 165 para el géne-
ro Campylobacter. En la PCR anidada se utilizo 1 uL

del producto amplificado y los oligonuciedtidos
CcCjo09-F y CcCjl442-R los cuales amplificaron
una secuencia interna especifica de 833 pb para C.
jejuni y C. coli, permitiendo diferenciarlas de otras
especies del genero Campylebacter> %11, El gen hipO
esta sélo en C. jejuni’ por lo que la PCR anidada ba-
sado en este gen sirvid para confirmar la presencia
de esta bacteria y diferenciarla de C. coli.

La metodologia empleada permitié detectar Campy-
lobacter jejuni en el 98% (48/50) de las muestras di-
rectas, mientras que por cultivo microbiolégico se
aisld sélo en el 58% (29/50). La PCR anidada, como
método rapido presento mayor sensibilidad, debido
a que detecta bacterias viables cultivables y no cul-
tivables®. Varios estudios revelan la importancia de
las formas viables no cultivables de Campylobacter
jejuni en el proceso de transmision de este enteropa-
1ogeno, 1as cuales recuperan su forma bacilar al ser
inoculados en ¢élulas animales™ >,

En el Peru, la informacion epidemiologica relacio-
nada a C. jejuni en pollos es todavia incompleta y 1a
PCR anidada en base a los genes ribosomicos 165
e hipO podria ser una técnica alternativa para su
implementacion en estudios a gran escala.
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