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1. RESUMEN

Las enfermedades diarreicas continfian siendo el problema de salud piblica méas importiante en
Guatemala. Su ala incidencia en poblaciones que viven bajo condiciones no privilcgiadas est asociada a la
gran variedad de microorganismos que pueden inducir a infeccion diarreica. Clasicamente, se considera 10s

principales agentes etiologicos de gastroenteritis a Shigella, Salmonella, Giardia, Entamoeba histolytica y

algunos tipos de Escherichia coli llamados enteropatogenos. En los dltimos afios se¢ ha reconocido que otros

agentes, tales como rotavirus, adenovirus, Campylobacter, Cryptosporidium, E. coli toxigénica y E. coli
adherente pueden causar infeccion diarreica.

Dentro de la maliiple gama de enteropatogenos se encuentra Campylobacier jejuni que a partir de
1977, paso a ubicarse deniro de los principé}es causantes de diarrea en muchas partes del mundo. En los paises
desarrollados, los nifios y ios adultos jovenes muestran 1a mayor incidencia de la infeccion, en tanto que en los
paises en desarrolio la enfermedad afecta predominantemente a los nifios menores de 2 afios.

En el desarrollo del trabajo experimental de laboratorio se cultivaron y estudiaron setenta y cinco
cepas de Campvlobacter jejuni aisladas de los nifios que participaron en el ¢studio y que excretaron este
patdgeno tres o mas veces. Se verifico la pureza del cepario para seguridad de que ¢l ADN gen6mico, obtenido
por medio de la técnica de Pitcher-Saunders-Owen con Tiocianato de Guanidinio, proviniera de cultivo puro
a partir de una colonia aislada de C. jejuni.

A los geles de agarosa obtenidos de la digestion de ADN de Campylobaciet jejuni con Bgl I y Pst [
se les preparaba para una transferencia del ADN digerido y separado por electroforesis a un soporte s6lido.

Después de que €] ADN se transfirio por capilaridad a un soperte s6lido que puede ser una membrana
de nitrocelulosa o de nylon (Ver Anexos 3 v 4) el ADN queda retenido en la nitrocelulosa, credndose una
réplica del gel. Posteriormente ¢l ADN s¢ une covalentemente a la membrana, utilizando calor.

Una vez que el ADN se encuentra sobre un soporte s6lido puede aplicarse una sonda marcada, la cual se
hibrida con regiones homologas. Por medic de lavados a altas temperaturas se elimina la sonda que no se ha
unido, y se determina la posicién en la que se ha producido una uni6n especifica, por deteccién enziméatica.

Los residuos de digoxigenina incorporados al cADN obtenido de rARN 165-23S por accién de transcriptasa




reversa, s¢ detectan por un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina. La fosfatasa alcalina
forma un precipitado diazo azul-morado al reaccionar con el NBT y BCIP.

En el presente estudio s¢ efectut la comparacion de 75 cepas de C. jejuni provenientes de diferentes
aislamientos realizados en episodios diarreicos y no diarreicos de veinte nifios de diferente familia. Los
resultados indican que el aislamiento repetido de Campylobacter jejuni de un mismo nino refleja reinfecciin
por cepas diferentes, presentando un 100% de variabilidad. Se categorizaron ocho difercntes ribotipos, de los
cuales los patrones més comuncs ¢n las cepas cstudiadas fucron: ¢l ribotipo R3 presente cn 19 cepas; cf R2
en 15 cepas, el R4 en 15 cepas y el R1 en 9 cepas. De las 75 cepas estudiadas; 36 de ellas pertenecian a nifios
que habian presentado diarrea, 23 a nifios que no presentaron diarrea y 16 a nifios que se encontraban ¢n
periodo de convalecencia.

De las 36 cepas de C. jejuni que provenian de nifios con diarrea, 11 de ellas presentaron ¢n comin
el Ribotipo 3; mientras los nifios que no presentaron diarrea presentaron el Ribotipo 2, en ocho casos de 23

cepas estudiadas. Los nifios que se encontraban en periodo de convalecencia presentaron el Ribotipo 1 en

cinco ocasiones, de 16 cepas estudiadas.




2 INTRODUCCION

La importancia que en fos Gltimos afios ha cobrado C.jejuni como agente causal de diarrea y
gastroenteritis bacteriana en nifios y adulios, ha sido notable en el mundo.

Estudios realizados por el Programa de Enfermedades Infecciosas que Afectan el Estado Nutricional
del INCAP, tanto en 4rcas rurales como en &reas periurbanas de Guatemala han demostrado una alta
incidencia de infeccion por C.jejuni.

En la colonia El Limén ¢l 5.6% de los casos fueron asociados a diarrea por C.jejuniy el 66.6% de
estos episodios diarreicos correspondieron a C. jejunii como Gnico enteropatdgeno.

En Sania Ma. de Jesis la tasa de aislamicnto de nifios enfermos fue superior a la de asintomaticos

con 12.1% y 8.19% respectivamente. De 313 infecciones por Campylobacier jejuni resultaron con discnteria 21

{7%), mientras 148 fucron asintométicos y 144 (46%) fucron diarreicos. Diccisiete casos presentaron infeccion

mixta con Shipella y C.jejuni. Los meses que mis frecuentemente se aislé C.jejuni fueron Junio y Septiembre.

Con el objeto de determinar si las infecciones repetidas por C.jejuni cn un mismo nifio reflejan ln
persistencia del mismo microorganismo en los diferentes aislados o si el nifio se reinfecta con recurrencia por
diferentes cepas, se tipificaron genéticamente los C.jejuni aislados de un mismo nifio por digestion de ADM
con enzimas de restriccion seguidas de clectroloresis, transferencia de Southern ¢ hibridacién con sondas d2
cADN sintetizado por transcriptasa reversa a partir de tARN 23S y 16S. Los resultados se evaluaron

determinando diferencias entre las cepas aisladas por medio de huella digital cromosémica y de ribotipia.



3 ANTECEDENTES
31  Descripcion General de la Bacteria

En 1963, se propuso crear el género Campylobacter para substituir a los antiguamente llamadas
Vibrios microaeroﬂlioqs. Las especies'de_ Campylobacter son bacilos Gram negativo, caracterizados por si
forma curva, espiral o en "S". Son microorganismos oxidasa positivo, microaerofilicos, moviles por un flagelo
polar o, a veces, dos (uno por c/extremo), no fermentadores (asacarolitico), que crecen Gptimamente a 37°C,
pero su capacidad de crecer a 42°C facilita su aislamiento selectivo (1,2).

Las bacterias que ahora se encuentran dentro del géhcro Campylobacier fueron por primera vet
aisladas en 1909, las cuales eran consideradas como patogenicas solamente en animales (1).

Aunquelas primeras infecciones humanas fueronreportadasen 1947, la importancia de Campylobacter
como causa de infeccién intestinal, no fue ampliamente reconocida sino hasta los afios 70 (1,3).

En la actualidad, Campylobacter jejuni y especies cercanamente relacionadas son una de las causas
més importantes de diarrea y gastroenteritis bacteriana, tanto en paises industrializados como del Tercer
Mundo (1,4,5,6,7,8,9).

En diversos estudios realizados en Guatemala, Costa Rica, México, Chile y otros se ha encontradoque
Campylobacter es 1an o més frecuente como las infecciones por Shigella y Salmonella, especialmente en nifios
(4,10,11,12,13).

3.2 at fermedad Clinica

Las infecciones por Campylobacter jejuni son en su mayorfa una zoonosis, ya que €l reservorid
principal del microorganismo es el tracto gastrointestinal de diversas especies de animales, tales como avey,
ovinos, bovinos y otros (1,3,6,12,14).

La gran mayoria de casos particularmente los brotes epidémicos, se originan por el consumo de lech:
cruda, carne de pollo mal cocida, agua y alimentos contaminados con heces fecales (12,14,15,16,17).

El periodo de incubacion de enteritis por C.jejuni oscila de uno a siete dias (1,3).




Aparentemente tanto el perfodo de incubacién como la gravedad del padecimiento dependen de la
magnitud de la dosis infecciosa ingerida, asf como de la virulencia del microorganismo y de la inmunidad
especifica del huésped. Se considera que la dosis minima capaz de causar infeccion puede ir de 500 a 1.000,000
de células bacterianas (6,14).

Clinicamente, los signos y sintomas de una infeccion por Cjejuni no permiten diferenciarla de
enfermedades causadas por otros patégenos (3).

En pacientes sintométicos se excretan entre 10° a 10° organismos por gramo de heces, durante un
perfodo de dos a tres semanas. Las evacuaciones pueden ser liquidas, o de tipo exudativo con sangre y
numerosos leucocitos (disentérica), pudiendo observarse desde cuadros benignos y de corta duracion, hasta
procesas graves y prolongados acompafiados de deshidratacion intensa que presentan clinicamente cuadros de
pseudoapendicitis (3,14,18,19).

Con base en datos experimentales y observaciones clinicas se ha fundamentadota patogenicidad de

' C.jejuni en tres propiedades: invasividad, produccion de enterotoxinas y citotoxicidad (20,21,22).

En pacientes con diarrea por C.jejuni se han observado dos sindromes distintos: uno es ¢l episodio
disentérico, asociado con invasividad y producci6n de citotoxina y ¢l otro es la diarrca acuosa, relacionado ccn
la accidn de una enterotoxina (13,23).

3.21 Invasién

Numerosas cepas de C.jejuni, previa colonizacion del intestino invaden tempranamente ¢l epitelio,
principalmente a nivel del fleon terminal y el colon. La multiplicacién del microorganismo en el epitelio origina
un dano tisular parecido al que ocurre en la Shigellosis. En ocasiones hay adenitis mesentérica y proliferacion
de la bacteria en la limina propia, que puede ir acompafiada de bacteremia. En el Gltimo caso el proceso se
asemeja al de algunas Salmonellosis (14,24).

La invasién de tejide y torrente sanguineo han sido demostrados en varios modelos animales, y la
penetracion de células Hela ha sido comprobada in vitro. Se ha evidenciado histol6gicamente la invasi6n a

tejido humano por C. jejuni, sin embargo, los factores que confieren a Campylobacter el poder invasor no han

sido definidos con claridad (25,26).
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3.2.2  Enterotoxina

Se ha encontrado que algunas cepas de Cjejuni elaboran una toxina termolabil que posee
caracteristicas similares, aunque no es idéntica, a la enterotoxina del colera y la toxina LT de E.coli (27).

La toxina tiene actividad citotonica en diversas lineas de tejido (CHO ¢ Y-1). Se ha demostrado que
la inoculacién experimental del intestino con esta toxina origina la acumulacién de liquidos y clectrolitos en
varios modelos animales. Apafemememe se trata de un activador de la adenil-ciclasa. Suaccion es neutralizada
por 1o menos parcialmente, por la antitoxina del c6lera; lo que indica una relacion inmunolégica (28,29).

A pesar de que no se ha logrado precisar la participacion que esta toxina juega en la palogenia de Ia
infeccion, se maneja la hipOtesis que puede ser la responsable de la diarrea secretoria que se observa en una
proporcion importante en las infecciones por C.jejuni (14).

323 Citotoxina

Campylobacter jejuni también produce una toxina extracelular, cuya actividad citéxica se expresz; en
cultivos de células CHO, Vero y Hel.a, en forma parecida a la toxina del bacilo de Shiga; aunque su actividad
no es neutralizada por el suero anti-Shiga (14,29,30). Varios estudios han intentado correlacionar ¢l perfil
toxigénico de aislamientos de C.jejuni con la enfermedad clinica. Algunos investigadores han determinado que
diarrea acuosa sin leucocitos fecales fue asociada con cepas productoras de enterotoxinas, mientras que 3
diarrea sanguinolenta esté relacionada con cepas productoras de citotoxina (31).

33 Inmunidad del huésped

Diversos estudios epidemiologicos, asf como los resultados obtenidos en re-inoculacioncs
experimentales realizadas en voluntarios humanos, indican que {a infeccidn previa por Campvlobacler resulta
en inmunidad especifica que protege contra nuevas infecciones (19,32). Los aislamientos de C.jejuni, son
generalmente susceptibles a la actividad bactericida presente en el suero normal, pues la sensibilidad del
miCroorganismo a esta accion es variable, encontrdndose cepas sensibles y cepas resistentes. Baclerias aisladas
de sitios extraintestinales exhiben mayor resistencia que aislamientos gastrointestinales. Hipotéticamente se

piensa que las cepas resistentes tienen mayor capacidad para provocar bacteremia e infeccién sistémica (14,33-

36).

N



34 Epidemiologia
Campylobacter jejuni es un importante patGgeno en nifios y adultos en muchas paries del mundo (37).

A pesar del uso de la terapia de rehidratacion oral; la mortalidad asociada con disenteria y con
episodios persistentes de gastroenteritis sigue siendo alta (38,39).

La mayorfa de los casos de disenteria en el medio estudiado, estin asociados con especies de Shigella
y con Campylobacter jejuni. Es importanie hacer notar que E. histolytica no es importante en este contexto
(40,41).

Sin embargo, no todas las infecciones producidas por estos patdgenos conducen a disenicria; una
proporcion de los individuos infectados son asintomaéticos y otros desarrollan diarrea no disentérica (42).

En pafses desarrollados es més frecuente observar en los pacientes deposiciones sanguinolentas, moco
y leucocitos fecales; mientras en paises en via de desarrollo es mis comGn la infeccion asintomatica (1,43).

En lugares donde C.jejuni es endémico, las infecciones asintométicas se deben al desarrollo de una
IgA sérica especifica, cuyos niveles aumentan con la edad. Adem4s en esas 4reas la seroconversiéon hacia
antigenos de superficie celular se ha reportado tanto en brotes y estudios en voluntarios como en pacientes
infectados con C.jejuni (32,44,45,46).

A pesar que toda la informacién que sugiere que las infecciones por C.jejuni son un problema de
menor envergadura en los pafses en via de desarrollo que en los paises industrializados, este causa diarrea
severa en nifios menores de un afio de edad, especialmente en aquellos que no son amamantados o que no
tienen anticuerpos especificos anti-Campylobacter al momento del nacimiento (1,17,43,47,48).

Los estudios de Santa Marfa de Jesis, comunidad rural de Guatemala y de la colonia El Limén Zona
18 de esta capital, indican que ias infecciones por Campylobacter son nn problema serio en nuestro medio
(49,50).

35 Tratamiento

Como ocurre en la inmensa mayorfa de las enfermedades diarréicas, el tratamicnto fundamental de

las infecciones causadas por C.jejuni consiste en la prevencion y correccion de la deshidratacion, asi como el

manejo adecuado de la alimentacion que contrarreste las pérdidas originadas por un metabolismo acelerado,




junto a las alteraciones de la absorcion intestinal propias de la infecci6n. Por lo general, no se¢ recomienda ¢l
uso de antibi6ticos, y cuando se recurre al mismo, este deberfa basarse en el diagnostico bacteriol6gico. En
consecuencia, s¢ aconseja reservar su usosolamente para aquellos enfermos que presenten cuadros graves o
prolongados (méds de una semana) o del tipo disenteriforme, previa eliminacion de la presencia de Shigellosis.
El antibi6tico de eleccién, es la eritromicina. En los nifics se recomienda una dosis de 30 a 50 mg/kg/dia,
dividida en cuatro tomas, por un periodo de 5 a 7 dias (51,52).
Es importante tener presente que casi todas las cepas de C.jejuni son resisientes a los antibi6ticos de
uso comin, tales como las ampicilinas, trimetoprim-sulfametoxazol y cefalosporinas (52).
3.6 Cultivo y Aislamiento
Hay varios factores importantes para el aislamiento de C.jejuni, los cuales se mencionan a
continuacion:
- Enriquecimiento y selectividad del medio de cultivo.
- Concentracion de oxigeno y diéxido de carbono en la atmosfera de incubacion.
- Temperatura de incubacion.
3.6.1 Enriquecimientoy selectividad del medio de cultivo
Hay varios medios de cultivo que se emplean para el aislamiento primario de Campylobacter spp.,
entre ellos estin:
- Agar Butzler-Virion
Base de Agar Columbia
Sangre de carnero al 7%
Bacitracina 25 U.l/ml
Novobiocina 5 pg/ml
Cicloheximida 50 pg/ml
Sulfato de Colistina 10 U/ml

Cefazolina 15 pg/ml (53).
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- Agar Skirrow
Base de Agar Brucella
Sangre lisada de caballo al 7%
Vancomicina 10 pg/ml
Sulfato de Polimixina B 2.5 U.l/ml
Lactato de Trimetropin 5 pg/ml (54).
- Medio Campy-BAP
Base de Agar Brucella
Sangre de carnero al 10%
Vancomicina 10 tg/mil
Sulfato de Polimixina B 2.5 U.I/ml
Lactato de Trimetropin 5 pig/ml
Cefalotina 15 ptg/ml
Anfotericina B 2ug/ml (53,55).
3.6.2 Ammosfera de incubacitn
Campylobacter jejuni es un organismo microaerofilico, que necesita una aimoésfera de incubaci6n que
contenga una baja concentracion de oxigeno del 3-5%, 10% de dioxido de carbono y el 80-90% de nitrogeno
(2,12,53).
Esta atmosfera de incubacion puede obtenerse mediante el empleo de varios sistemas:
. Uso de jarra y sobre generador de Gas-Pak sin catalitico (BBL.)
- Uso del sistema Campy-Pak II (BBL)
- Uso del frasco de extincion con candela (53). |
3.6.3 Temperatura de incubacion
Campylobacter jejuni crece 6ptimamente a 37°C; sin embargo, la temperatura de incubacion para

aislamiento es de 42°C durante 24 a 48 horas, pues hace las condiciones mds selectivas aun, inhibiendo en

parte el resto de la microbiota entérica (2,14).




3.7 Tipificacién de Campylobacter jejuni
3.7.1 Serologia

Existen dos tipos de serologia de C. jejuni, uno se basa en antigenos termolabiles y el otro en antigenos
termoestables (56).

La serotipificacion de C. jejunjy Q&h puede ser alcanzada en base a los antigenos termolabiles por
1a técnica de aglutinacién en ldmina y con hemaglutinacion pasiva con lipopolisacéridos termoestables usados
como antigenos (2,56).

En el caso de Campylobacter jejuni los métodos seroidgicos son sumamente laboriosos, no hay
reactivos disponibles comercialmente y son técnicas de dificil estandarizacion, por lo que solo se realizan en
dos o tres laboratorios en el mundo (56,57,38).

3.7.2  Anilisis molecular

Durante los altimos afios, la biologia molecular ha alcanzado avances importantes y realmenee
notables. La tecnologia del ADN recombinante y las 1écnicas moleculares novedosas, han tenido gran impacto
en ¢l entendimiento de la epidemiologia y patogénesis de muchas enfermedades infecciosas.

En el anilisis epidemiologico de bacterias gencralmente se determina el género, especie, serotipo,
pruebas bioquimicas y patr6n de resistencia antibiotica. Sin embargo, estas son pruebas fenotipicas,que
requieren de la expresion genética para detectar un resultado positivo. Esta expresion implica que muchos
pasos de una cadena se lleven 6ptimamente, lo cual a menudo no sucede en los laboratorios clinicos de rutina.
En muchos casos estas pruebas carecen de sensibilidad y especificidad suficiente péra encontrar difcrencias
entre bacterias muy similares, por 10 que se hace necesario la utilizacién de técnicas con mayor poder
discriminante. Los métodos de ADN no necesitan de métodos complejos de expresion genética, y son
procedimientos estindar que con muy pocas modificaciones se aplican a diversos géneros, por lo que se han
implementado en los laboratorios de muchos hospitales de pafses desarrollados para el monitoreo de
infecciones hospitalarias (12,59).

Esto nos conduce al empleo de la tecnologfa de anélisis de ADN para detectar diferencias moleculares

minimas a nivel de ADN genOmico,
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La huella digital cromosémica de ADN es una técnica molecular, cuyo proposito es la tipificacion y
diferenciacién de cepas muy parecidas de microorganismos de enorme importancia en microbiologia clinica.
Esta técnica se basa en la digestion del cromosoma bacteriano con endonucleasas de restriccion, el cual
posteriormente es separado por medios electroforéticos. Es una tarca laboriosa y de dificil aplicacion en un
laboratorio clinico de rutina, debido a los altos costos de material y equipo especializado asi como también a
la falta de personal calificado, pero comin como herramienta de investigacion (60,61,62).

Los fragmentos de ADN generados por la digestién con enzimas de restriccion, son separados de
acuerdo a su tamafo, por medio de electroforesis en geles de agarosa dejando asi una seric de bandas
agrupadas de forma caracteristica para cepas similares que constituyen la "huella digital” . Las técnicas
electroforéticas resuelven fragmentos ordenados entre un rango de cien a veinte mil bases. La interpretacion
de esta prueba es dificil, por lo que recientemente se ha optado por transferir el ADN a papel o membranas
de nylon e hibridario con sondas especificas para obtener un nimero menor de bandas y facilitar asi la
interpretacion (60,63,64).

Otra alternativa es la eleciroforesis en campo ortogonal, que ticne mayor poder
resolutivo, pero que requiere de equipo excesivamente caro.

38 Endonucleasas de restriccién

Las desoxirribonucleasas son fosfodiesterasas que actdan sobre el ADN. Pueden dividirse en

exonucleasas (con una actividad 5’-3’ o bien 3°-5") y en endonucleasas, dentro de las cuales destaca una subclase

muy importante constituida por las endonucleasas de restriccion. Estas Gltimas son reactivos muy atiles en el

laboratorio de moléculas de ADN.

Las endonucleasas de restriccion son producidas principalmente por bacterias, y se denominan de
acuerdo con la abreviatura del organismo productor, seguida de una letra que indica la cepa y de un niimero
romano que indica ¢l orden de descubrimiento de la enzima en dicha cepa. Por ejemplo Bglll proviene de la

bacteria Bacillus globigiiy fue la segunda en orden de descubrimiento. La secuencia de reconocimientode esta

enzima es;

ALGATCT en donde la flecha indica el sitio de corte (65).
T CTAGAt
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El término endonucleasa de restriccion deriva originalmente de la observacion de la capacidad de
ciertas bacterias para bloquear la infeccion de determinados virus mediante 1a destruccion del ADN viral. Las
bacterias que poseen esta capacidad se denominan anfitriones restrictivos. Cada especic de bacteria y cada
cepa individual posee sus propias endonucleasas de restriccion, aliamente especificas (66).

Las endonucleasas de restriccion pueden dividirse en dos tipos generales. Las endonucleasas de
restriccion tipo I catalizan tanto 1a metilacién del ADN como el corle de un ADN no metilado en secuencias
especificas. La metilaci6n del ADN propio lo protege de hidrolisis por las endonucleasas de restriccion propias;
por el contrario, el ADN viral invasivo no estd4 metilado y va ser reconocido e hidrolizado por las
endonucleasas de restriccién del anfitrion. Por tanto, las endonucleasas de restriccion tipo I reconocen una
secuencia en el ADN no metilado. Si la secuencia estA metilada en una de las cadenas de la hélice, estas
enzimas metilan la secuencia complementaria que descansa en la otra cadena (66).

Las endonucleasas de restriccion tipo Il son mas simples, ya que poseen sOlo actividad nucleotidica.
Estas reconocen una secuencia nucleotidica, y si el ADN no estd metilado o rompen cn una localizaciOn
especifica o en las proximidades de la secuencia reconocida. Cabe destacar que casi todas las sccuencias
nucleotidicas reconocidas por estas enzimas poseen un ¢je de simetria binario, es decir, 1a lectura de las
secuencias en ambas direcciones es idéntica (en las hebras complementarias) o, 1o que es lo mismo, son
palindromos (66).

Por convencitn, 1a actividad de la unidad de endonucleasa de restriccion es usvalmente definida como
la cantidad de enzima requerida para digerir compietamente 1ug de ADN estandar (usuvalmente de
bacteriofago lambda). Para que los resultados del rompimiento del ADN especifico sean reproducibles deben
considerarse ciertos factores que conciernen a las reacciones de las enzimas de restriccion como son: pureza
y caracteristicas fisicas del subsirato de ADN, reactivos usados en la reaccion, ensayos de volumeny los errorcs
asociados, tiempo y temperatura de incubacion (66).

3.9 Southern Blot, Hibridacion, Ribotipia
3.9.1  Southern blot : El "Southern blotting” es uno de ios primeros métodos desarrollados a mediados de

la década de 1970. Basicamente la técnica consiste en la transferencia del ADN digerido y separado por

12




electroforesis a un soporte s6lido. Se desnaturaliza in situ introduciendoel gel en hidréxido sddico y después
de neutralizarlo se transficre por capilaridad a una membrana utilizando una soluci6n alcalina, de alia
concentracién salina. Mediante est¢ proceso se consigue que el ADN quede retenido en la membrana o
nitrocelulosa, creandose una réplica del gel. Posteriormente el ADN se une covalentemente al filtro de
nitrocelulosa, utilizando calor o radiacion ultravioleta, Una vez el ADN se encuentra sobre un soporte solido
(membrana o nitrocelulosa) puede aplicar una sonda marcada, la cual se hibrida con regiones homologas. Por
medio de lavados, se elimina la sonda que no se ha unido,y se determina la posicion en la que se ha producido
una uni6n especifica detectando el marcador ya sea por autorradiografia de la membrana, en caso de marcaje
con radioisotopos o luciferasa, o bien por deteccion enzimética en los otros casos. El patron de hibridacitn se
puede comparar directamente con la regién del gel original (una o unas pocas bandas) en la que cstdn las
secuencias de ADN que interesan (67).

El proceso de Southern blot también permite utilizar sondas de 4cidos nucleicos como herramientas

de diagnostico de muchas alteraciones genéticas, investigando con estas sondas el ADN gen6mico de individuos
afectados y de miembros de su familia (68).
3.9.2 Hibridacién: La Hibridacion de 4cidos nucleicos ¢s una poderosa aplicacion de la especificidad con
que las moléculas de ARN y ADN forman estructuras daplex esﬁblcs. Hibridacion significa apareamiento de
bases complementarias; esta técnica puede usarse para identificar y determinar la localizacion de secuencias
de 4cidos nucleicos esepecificas dentro de grandes secuencias, como puedenser un genoma, moléculas de ADN
recombinantes o mezclas de moléculas de ARN por medio de sondas marcadas. La estabilidad del daplex esta
directamente relacionada con la complementariedad de las dos cadenas de 4cidos nucleicos (68).

Muchas sondas de ADN estin constituidas por fragmentos de restriccién que, contenidas en plasmidos
recombinantes pueden ser extraidas, marcadas y usadas en procedimientos de hibridacién o en Southern blots
para diferenciar entre cepas de las mismas especies. Las condiciones fisicas en las que se lleva a cabo la
hibridacién pueden modificarse (se puede' alterar su rigurosidad), reducir o incrementar la probabilidad de
encontrar secuencias complementarias. En las condiciones mis rigurosas, que incluyen el uso de altas

temperaturas y una concentracionsalina baja, una sonda s6lo se hibridar4 con su complemento perfecto (2,68).
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La hibridaci6bn en condiciones menos rigurosas es 1til para detectar secuencias deseadas que son
parcialmente semejanies, pero que no son idénticas, como puede ser €1 caso cuando s¢ utiliza una sonda de
ADN y un ADN blanco de diferentes especies. Se han desarrollado varias (¢cnicas semejantes, aplicando la
propiedad de hibridaci6n de los 4cidos nucleicos, buscar y aislgr secuencias especificas. La mayoria de estas
técnicas emplean una réplica dei ADN que interesa inmovilizada en un soporte s6lido, como puede ser una
membrana de nylon o de nitrocelulosa (68).
3.55.2‘1 Exigencias de hibridacion

Es la combinacion de las condiciones bajo las cuales la sonda se hibrida y su relacion con la facilidad
o dificultad de permitir la hibridacién.

baja exigencia= condiciones que favorecen la hibridacion

" (10x SSC, 37°C)
alia exigencia= condiciones que permiten la hibridacion pero solamente enire polinucle6tidos con
alto grado de complementaridad (homologos)
(5x 88C, 50% formamida, 42°C) (69).
393 Ribotipos: Stull y colaboradores fueron los primeros en reportar la utilidad del uso del ARN
ribosomal de E.coli (molécula altamente conservada) como sonda para ADN cromosdmico en Southern blots
para tipificar cepas bacterianas (70).

Recientemente, diferentes métodos basados en ARNr han sido propuestos para la identificacion de
organismas, Grimonty Grimont sugieren que los modelos de restriccion de genes ARNr proveen de una amplia
informaci6n para la descripcion y tipificacion de diferentes especies de bacterias (71).

La ribotipia ha sido €] mas sensible de los 10 métodos usados para 1a discriminacion entre grupos
epidemiologicamente definidos de cepas de Campylobacter (57).

Las sondas basadas en ARNr proveen un sistema versatil, aplicable a ia cpidemiologia molecular de
diversas bacterias. Los cistrones ARNr presentan marcadores genomicos valiosos, ya que se conservan cn la

bacteria, pero difieren entre las especies en niimero y localizacion (72,73).
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La ribotipia ha probado ser til para diferenciar cepas de Hacmophilus influenzae, Pscudomonas
cepacia, E. coli, Providencia stuartii, Salomenela typhi, Campylobacter jejuni y otras (70,72-77).

Al variar la(s} enzimas de restricciOn se puede seleccionar el sistema con mayor poder discriminanie.

Ei patron de banda-hibridoresultante provee un patron anico y reproducible descrito como el ribotipo
o ribotipia. La ventaja de la ribotipia €s que reduce cn gran cantidad ¢l namero de bandas en la huella digital
cromosOmica y facilita asi las comparaciones entre cepas muy similares (39).

3.10 Métodos de Marcaje

Tradicionalmente las sondas eran marcadas radioactivamente con P proceso por el cual la ADNasa
I es usada para romper el esqueleto de ADN mientras la ADN polimerasa I subsecuentemente repara las
hebras colocando nuevas bases de nucle6tidos, incluyendo CTP marcado radioaclivamente, en las regioncs
danadas (78).

En este método llamado "nick translation" por lo menos 1 de 4 bases de nucle6tidos usadas en ¢l
proceso de reparacion estaba marcada con “P de tal forma que la molécula reparada llegaba a ser radipactiva.
Aunque es efectivo para marcar fragmentos largos de nucledtidos, sondas de menos de 200 bases de largo no
eran marcadas eficientemente (78).

Un métedo méas novedoso llamado "random priming" usa segmentos de hexanucle6tidos al azar de
ADN y ADN polimerasa I para sinteiizar nuevos fragmentos de ADN de una hebra, incorporando bascs
radioactivas en €l nuevo ADN. Este método es ftil para sondas relativamente cortas (<100 nucle6tidos) v
sondas largas. Tanto el "nick translation” como ¢l "random priming” usan nucle6tidos etiquelados con marcas
radioactivas tales como ¥P o digoxigenina. Ambas (€cnicas pueden incorporar nucle6tidos marcados con
enzimas no radioactivas como biotina, estreptavidina o fosfatasa alcalina, sirviendo asi como alternativas a ios
radiois6iopos (78).

El ADN también puede ser marcado con biotina, la cual después de que la reaccién de hibridacion
s¢ ha terminado, reacciona con conjugados enzima-avidina o enzima estreplavidina. Un problema con la biotina
€s que esta presente naturalmente en muchos organismos incluyendo bacterias. Como resultado de esto se

requieren prolongados lavados o procedimientos de desproteinizacion para liberar a las células de biotina




endbgena antes de la aplicacion de los conjugados avidina o estreptavidina. Las sondas de oligonuclettidos
por otra parte, pueden ser marcados con polinuclettidoquinasa y varios sustratos o enzimas tales como la
fosfatasa alcalina pueden ser conjugados directamente a sondas via brazos de enlace, o bien por medio de
incorporacion de dig-d-11-UTP en un proceso de amplificacion genética por medio de la rcaccion de
polimerasa en cadena, 0 de accion de la transcriptasa reversa al convertir ARN en cADN (64,80). Los insumos
para esta tecnologfa se encuentran disponibles comercialmente y funcionan en forma muy efectiva y

reproducible (64,80).
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4. JUSTIFICACION

Las enfermedades diarreicas son unode los principales problemas de salud en Guatemala. El presente
trabajo contribuirdal conocimientode la epidemiologia de C. jejuni. Particndo del conocimiento aqui generado,

pueden proponerse intervenciones educativas para reducir la alta tasa de infeccion por C. jejuni en nifios del

area rural de Guatemala.
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OBJETIVOS

GENERAL

Determinar si las infecciones repetidas por C. jejuni, en un mismo nifio, reflejan la persistencia de una

cepa en particular © si se deben a reinfecciones por diferentes cepas.

ESPECIFICOS

Determinar los ribotipos de C. jejuni asociados con diarrea y con cepas de C. jejuni no pat6gena

aislados en el estudio de diarrea persistente en la comunidad de Santa Maria de Jesas.

Implementar y Estandarizar las 1écnicas de huella digital cromosémica y ribotipia para ¢l analisis de

la epidemiologia de C. jejuni en nuestro pais.
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6. HIPOTESIS

Los nifios que excretan C. jejuni en repetidas ocasiones, sufren de reinfecciones por diferentes cepas

de esta bacteria.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Universo de trabajo:

Este trabajo se realizo utilizando 75 cepas de C. jejuni, aisladas de nifios con y sin diarrea en ia
comunidad de Santa Marfa de Jesis en ¢l estudio longitudinat de diarrea persistente realizado por el INCAP
entre 1987 y 1989, bajo la dirccciton del Dr. José R. Cruz (50).

Las cepas recolectadas fueron aisladas e identificadas por el personalde los laboratorios Dr. Leonardo
Mata del INCAP, éstas fueron guardadas en stocks en leche descremada a -70°C para el eswdio genético
posterior,

7.2 Recursos

7.2.1 Humanos

Br. José Victor Lopez Ruano (tesista)

Licda. Olga Rebeca Torres de Matute (asesora)

Dr. José R. Cruz (coordinador del programa de enfermedades infecciosas del INCAP)
- Personal del Programa de Nutricién e Infeccion del INCAP,

7.2.2  Institucionales
Instituto de Nutricion de Centro América y Panama (INCAP)
Division de Nutricion ¢ Infeccitn, Laboratorios Dr. Leonardo Mata.

7.2.3  Fisicos

7.2.3.1 Materiales

7.2.3.1.1 Materiales de laboratorio

- cajas de Petrf 100x15mm

- asas bacterioldgicas no calibradas

- pipetas serologicas

- micropipetas automaticas

- puntas para micropipetas (tips)

- hisopos
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7.23.1.2

- bolsas plasticas

- gradilias de metal

- servilictas de papel

- papel parafinado

- papel aluminio

- parafilm

- tubos plasticos 13x100

- tubos Eppendorf

- agiladolr magnélico

- papel filiro

- papel para Cromatografia Whatman 3MM
- membranas de nylon MSI Magnagraph #NJ 4 HY 320F5
- guanies de latex

- papel plastico

Cristaleria

- beakers de 25, 100, 250, 500 mi

- erlenmeyer de 250, 500, 1000, 2000 mi

- balones aforados de 10, 50, 100, 250, 500, 1000 ml
- probetas de 10, 50, 100, 500, 1000 ml

- embudos

- viales

- vidrios cuadrados de diferentes tamanos

- pipetas pasteur

- tubos de ensayo 13x100 con tapOn de rosca
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7.2.3.1.3 Equipo
- autoclave (Castle Steam Sterilizer)
- campana bacteriol6gica
- horno (Willco) y horno microondas
- balanza (AND FX 3200)
- incubadora (Thelco 32M) a 37°Cy 42°C
- vortex (Super-Mixer Cat. No, 1997310)
- refrigeradora
- congeladores (Pro-Scientific) a -70°Cy -20°C
- centrifuga refrigerada (Sorvall Super Speed RC-2)
- microcentrifuga 5415C
- rotador automatico (Eberbach Corporation)
- bafio maria con agitacién a 37°Cy 65°C (Blue M Electric Company)
- camara para electroforesis horizontal (Hoefer Scientific)
- fuente de poder para la electroforesis (Hoefer Scientific)
- bomba de vacio (Fisher Scientific)
- unidad de extraccion de sangre y desfibrinizacion
- pipetores (Hot Line #24587 Drumont pipet-aid)
- sellador de bolsas plasticas (Dazey micro-seal)

- transiluminador (Fotodyne)/cdmara fotografica polaroid

7.2.3.1.4 Medios de cultivo
- agar columbia base (sangre de carnero al 7%)

- suplemento de antibioticos para el aislamiento selectivo de C. jejuni Oxoid SR 085E Lote

88936
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7.23.1.5 Reactivos
Electroforesis de ADN.
- Agarosa de alta pureza (FMC Bioproducts, Rockland, Marine) 0.7-1.0% ¢n buffer TBE Ix
- Buffer TBE 10x (Tris-boralos-EDTA)
-EDTAO05M pH 8
- Buffer TE 10 mM-Hcl pH 8, ImM EDTA pH 8
- Buffer Tris-Het 1M pH 8
- Buffer TAE (Tris-acetato-EDTA)
- Bromuro de etidio (Sigma) Stock: 10 mg/ml
- Dodecil suifato de sodio 10% (SDS)
Purificacion de ADN por medio de didlisis por centrifugacion.
- Sefarosa CL6B: LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden, Cal. No.17-0160-01
- Perlas de vidrio silanizadas: (200-300im) Baxter, MacGraw Park, IL. Cat.No. #3640
Extraccion de ADN con tiocianato de guanidinio.
- Reactivo GES Stock: tiocianato de guanidinio SM, EDTA 100 mM, 0.5% sarkosyl
- Agua destilada estéril y agua para HPLC
-EDTA 05 M pH 8
- Sarkosyl al 10%
- Acetato de amonio 7.5 M
- Cloroformo/2-pentanol
- Isopropanol
- EtOH al 70%
Digestiébn de ADN con enzimas de restriccion.
- Apgarosa de alta pureza
- Bromuro de etidio (Sigma)

- Enzimas de restriccion Bgl I, Bgl II, Pst |
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- Buffer de reaccitén No. 3 (BRL)

- Marcadores de peso molecular ADN escalera 1KB (Gibco BRL, Gaithersburg, Md) y/o ADN
lambda (BRL)

Southern blotting.

-HCI1M

- Agua desmineralizada estéril

-NaOH 05 M

-NaCl15 M

- Tris-Hcl 0.5 M

- Buffer 20X SSC sol. stock

- Buffer 2X 5S8C

- Buffer 6X SSC

- Bromuro de etidio

Marcacion de ARN con digoxigenina. Transcripcion reversa de tARN en ¢cADN.

- Cebos 10x: Vial 5, kit Genius 1 (Labelling & Detection) de Boehringer Mannheim, No.de Catélogo
1093657

- Buffer de reaccion 5x: Vial de buffer 10x para AMV-RT dc Promega, No. de Catdlogo M5151

- TARN: ARN ribosomal 168 y 238 de E. coli. Boehringer Mannheim No. de Catilogo 206938

- dNTPs 10x: Vial 6, kit Genius 1 (Labelling & Detection) de Boehringer Mannheim No. de Catdlogo
1093657

- Transcriptasa reversa: (AMV-RT) de Promega No. de Catilogo M5151, almacenada a -70°C.

- LiCl 4M: Merck No, de Catalogo 5679 (80).

El resto son los reactivos grado biologia molecular usados rulinariamente.

Marcacion de ADN de escalera y lambda con digoxigenina. Priming al azar

- Standar de escalera: BRL No. de catilogo 5615 SA/SB, a -70°C

- Lambda: ADN sin cortar, Sigma No. de catalogo D 9768, alicuotado a -70°C
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- Cebos 10x: Vial 5 kit Genius 1 (Labelling & Detection) de Boehringer Mannheim, No. de catdlogo
1093657

- dNTPs 10x: Vial 6, kit Genius 1 (Labelling & Detection) de Boehringer Mannheim No. de catdlogo
1093657

. . - Enzima Klenow: Vial 7, kit Genius 1 (Labelling & Detection) d¢ Bochringer Mannheim No. de

cataiogo 1093657

- LiCl: Merck No. de catdlogo 5679 (64).

Como estimar el rendimicnto del ADN marcado con digoxigenina,

- Soluciébn de NBT (Vial 9 Kit Genius 1)
{Nitro Azul de tetrazolic)

- Solucion de BCIP (x-fosfato)  (Vial 10 Kit Genius 1)
{5-bromo 4-Cloro Indoil-fosfato)

- ADN control marcado (Vial 4 kit Genius 1)

- Buffer de dilucién del ADN  (Vial 3 kit Genius 1)

- Anti-DIG-fosfatasa alcalina (Vial 8 kit Genius 1)

- Reactivo de bloqueo (Vial 11 kit Genius 1)

- Buffer Genius 1

- Buffer Genius 2

- Buffer Genius 3 (80).

Prehibridacion, Hibridacion y Lavados.

- Solucion de hibridacion: 5x SSC, 1.0% reactivo de bloqueo, 0.1% sarkosyl, 0.02% SDS

- Soiucién de lavado "A": 2x 8S8C, 0.1% SDS

~ - Solucion de lavado "B": 0.1% SSC, 0.1% SDS
- Buffer #1: Tris-Hel 100mM, pH 7.5; NaCl 150 mM
- Reactivo de bloqueon: Vial #11 en ¢l kit Genius 1 de marcacion y deteccion de ADN, Boehringer

Mannheim No. de catalogo 1093657
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- Buffer #2: agregue 1.0 de reactivo de bloqueo a 200 ml de buffer 1
- Buffer #3: Tris-Hel 100 mM, pH 9.5; NaCl 100 mM, MgCl, 50mM
- NBT (75 mg/ml): Vial 4 en Genius 3 Boehringer Mannheim No. de catidlogo 1175 041.

- BCIP (50 mg/ml): Vial 5 en Genius 3 Boehringer Mannheim No. de catilogo 1175 041. (64).

7.3 Procedimienios
7.3.1  Aislamiento e identificacién de Campylobacier iejuni.

A partir de las muestras tomadas durante ¢l episodio de diarrea o c¢/dos semanas si el nifio estaba sano,
se inocul¢ un medio de transporte de Cary-Blair ¢l cual permanecio en refrigeracion hasta llegar a los
laboratorios centrales del INCAP.

Alli se inocuid en medios de cultivos apropiados, incluyendo un medio de Butzler-Virion el cual se
coleco en jarra anaeréObica con sobre gas-pak sin catalizador y se incub6 a 42°C por 48 horas. Las colonias
tipicas de C. jejunise observaron pianas, mucoides, pequeiias, color blanco-grisdceo, no hemoliticas que tienden
a seguir la linea de inoculacién. Su identificacion se realizd por medio de una coloraciéon de Gram, oxidasa,
catalasa, pruebas bioguimicas, reduccién de nitratos, sensibilidad al 4c. nalidixico, resistencia a fa cefalotina y
otras pruebas (53). (ver Anexo # 1).

7.3.2  Confirmacién de pureza y recuperacion de cultivos stock.

Después del aislamiento e identificacionde la cepa de Campylobacter, €sta se preservo por inoculacién
del cultivo puro en stocks conteniendo leche descremada y posterior congelacion a -70°C.

Para trabajar de nuevo con estas cepas mantenidas en congelacion, se saco un grupo de viales donde
se encontraban las cepas y s¢ tomaba una asada de cada uno de ellos con el asa hirviendo para subcultivario
¢n el medio selectivo 2 37°C por 48 hrs. Se debe tener el cuidado de devolver los viales ripidamente a los
congeladores, ya que los cambios bruscos de temperatura pueden matar a la bacteria.

A continuacion se describen las técnicas que sc utilizaron en todo el desarrollo del trabajo

experimental.
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7.3.3  Extraccion de ADN de Campylobacter jejuni con Tiocianato de Guanidinio.

Se us6 crecimiento de C. jejuni de 1/2 caja de Petri pequeiia (100X15mm)

- Se recolectd crecimicnto con un hisopo estéril

- Sc resuspendi6 las c€lulas en 100 ul de buffer TE,

- Sc agreg6 (.5 ml de reactivo GES, mezclar con Voriex.

- Se incubd a 37°C x 10-15 o hasta que la lisis sea completa.

- Se enfrio el lisado en hielo x 5.

- Se agreg6 0.5 m! de acetato de amonio 7.5 M frio y mezclar.

- Se incubd en hielo x 10

- Se agreg6 0.5 ml de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).

- Se mezclo cuidadosamente.

- Se centrifugt a 19,000 g x 10 min

- Se transferio la fase liquida a tubos Eppendorf y medir vol exacto

- Se precipitd el ADN con (.54 volimenes de Ispropanol frio,

- Se invirti6 x I min para mezclar.

- Se precipilé x centrifugacion a 6,500 g x 20 segundos.

- Se lavo los botones 5 x con EtOH al 70% (13,000 x 4 min c/u)

Notas:

L.

Se usaron guantes para pesar el tiocianato de Guanidinio y para preparar y manipular cl
GES.

Se prepard 50 ml de sarkosyl (Sigma) al 10% y esteriliz6 por autoclave.

En el paso 12, se midié exactamente el volumen de sobrenadante conteniendo el ADN, se

multiplico por (.54 y se obtenta el volumen de isopropanol que debfa usarse (81),
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7.3.5

7.3.6

Chegueo de la calidad del ADN por el método de minigel.

Se prepar6 un gel de agarosa con al 0.7%, en bufter TBE 1x con 2 peines, para tener una fila
de pozos al inicio y otra al medio.

Luego que se solidifico la agarosa, se cortd por la mitad para tener 2 geles de chequeo de
ADN,

Se inocul6 10 pl de muestra + 10 pl de buffer de carga en ¢l pozo correspondiente.

Se dejo correr con buffer TBE 1x, por espacio de 2 horas a 40 miliamperios; sc coloct el gel
con bromuro de etidio para verificar la calidad de c/muestra de ADN antes de realizarse la

restriccidn con endonucleasas (69).

Purificacién de ADN por medio de diélisis por centrifugacién.

Se hizo un agujero en el fondo de un tubo de centrifuga (Eppendorf) de 1.5 mi con una aguja
No. 25 6 26. Se cort0 la tapadera del tubo con una lijera.

Se agregd 254l de perlas de vidrio de 200-300u4m, silanizadas (como no se pucdc medir ¢n
las puntas de las pipetas automaticas, usando una pipeta Pasteur y calculando el volumen},
Se agrego6 10 veces cl volumen de ADN a purificar de resina CL6B (60% CL6B en TE), hasta
un maximo de 1ml. Sisolo necesita correr un gel con el ADN, use S0l de ADN y 500ul de
resina.

Se coloc6 una columna en un segundo tubo de microcentrifuga y se centrifugd en rotor de
columpio, hasta que la columna estaba seca pero no "excesivamente seca”. Se us¢ 1200-1300
rpm duranie 3 minuios ¢ 70% del maximo durante 2 minutos e€n una centrifuga clinica.

Se transfirio la columna a un tubo nuevo y se agregd la muestra de ADN.,

Se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones el volumen que eluye de la columna debe

ser el mismo que se agrego al inicio (64). (Ver Anexo #2)

Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

Se cort6 el ADN con la enzima deseada (Bgl 1I, 6 Bgl 1 y Pst I) en el buffer apropiado, a la

temperatura 6ptima, siguiendo las instrucciones del fabricante de 1a enzima. Ejemplo: a un
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7.3.7

73.71

eppendorf estéril agregue 14 ul de agua, 3ul de ADN, 14L de Bgl 1, 2 uL de buffer de

reaccion No. 3 (BRL). Incube a 37°C en bafio de Ma. por un minimo de 2 horas. Agregue

més enzima y prolongue la incubacion si no corta completamente en este perfodo. La tabla

siguiente conticne ejemplos de los volimenes que nosostros usamos mas frecuentemenic:

pL de ADN 4L de enzima 4L Buffer 10x
10 1 2
15 1 2
20 1 3
25 1 3
30 1 4

L H20 LP

Volumen final L

20

20

30

40

Electroforesis de muestras: se preparo agarosa al 0.7% en 1x TBE. Usando la unidad de electroforesis

horizontal coloque un peine de 15 pozos y Zmm de grosor. Instale la fuente de poder para correr a

20V y permita que la electroforesis continge hasta que €l frente de color azul alcanza 2/3 del largo del

gel (=20h).

Verifique que el ADN se haya migrado y separado bien y fotografie. Use tiempo de 30 scgundos,

exposicion F5.6 para film Polaroid tipo 667 (ASA 300() {69).

Electroforesis de ADN.
Gel de agarosa.
Se prepar6 un gel de agarosa al 0.79 de la sig. manera:

- Se peso 0.7g de agarosa (0 1.05g para 150 ml de gel)

- Sc agreg6 10 ml de buffer TBE 10X (estéril, en refrigeracion y para geles de 150 ml, use 15 ml de

TBE 10X).
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- Se complet6 el volumen a 100 ml con agua desmineralizada (6 150, segiin requicra).

- Se hirvié hasta que se disolvieron todos los cristales de agarosa ( 3 minuios en high en el horno de
microondas son suficientes).

- Se dejo enfriar a 55°C.

- Se agregd 10ul de bromuro de etidio con guantes.

- Se virti6é en el molde con ¢l/los peine(s) apropiado(s), evitando formar burbujas.

- Se dejo solidificar 30 y se coloc6 a 4°C durante otros 30' en una superficie plana.

7.3.7.2 Inoculaci6én de Muestras.

- Se agregd 900 ml de buffer TBE 1X al tanque horizonatal.

- Se mezcld 10 w1l de muestra con 10 pil de buffer de carga sobre un pedazo de parafilm.

- Se inocul6 en el pozo correspondiente sin formar burbujas,

- Se incluyo6 std sin cortar en el pozo inicial del gel.

- Se 1ap6 el tanque cuidando que el polo negativo (negro) esté cerca de las muestras y el polo positivo
(rojo) en el extremo opuesto.

- Se corri¢ a 20 pamps si se trata de ADN genomico y si el gel es de chequeo correr a 40 pgamps,

7.3.7.3 Revelado del gel.

- Se para la fuente de poder cuando €] frente azul llega a una pulgada del final del gel.

- Utilizando guantes y con cuidado de no botar el gel, se sac6 y llevo al cuarto obscuro, con la mascara
protectora contra luz U.V. puesta, se coloco el gel sobre el transiluminador (fotodyne), s¢ observo
el gel y si el resultado era satisfactorio, se tom6 una fotografia Polaroid.

7.3.7.4 Fotografias de ADN.

- Se colocd la cdmara con el adaptador sobre el gel.

Asegiirese que tenga rollo. (un nimero sale del extremo derecho, que indica el No. de foto del rollo

inserto).

- La apertura debe ser de 5.6 y el tiempo de un segundo. Si queda muy negro, use 8 de apertura por

Y2 segundo.

30



Bl

- S¢ oprime el botén verde hasta que escuche “click™.

- Se saco la fotografia horizontalmente, a los 45 segundos se levanto la cubierta proteciora (69).
73.8 Blots de Southern.
7.3.8.1 Preparacion del gel para biot de southern.

- Se depurin6 el ADN, introduciéndoloen 250 ml de HC1 0.25M durante 5-10 min.

- Se lavo el gel 2-3 veces con agua (5 segundos por lavado).

- Se trai6 el gel con 250m] de NaOH 0.5M, NaCl 1.5M durante 30 minutos para desnaturalizar el
ADN.

- Se descart6 1a solucion desnaturalizante, sin lavar el gel.

- Se neutralizé con Tris-HCI 0.5M, NaCl 1.5M durante 30 minutos.

7.3.8.2 Procemiento para Southern blotting.

- 5S¢ cortaron 4 pedazos de papel Whatman 3mm con el tamafio y forma del gel. Se cort6 un pedazo
de papel filtro un poco mas ancho que el gel y del largo de 1a bandeja donde se va a poner el blot

- Se mojo la membrana de nylon en 2xSSc durante 15 minutos.

- Se llené ¢l fondo de la bandeja con 20XSSC y se moj6 el papel filtro en esta solucidn.

- Se coloco ¢l papel filtro sobre ¢l soporte. Se agreg6 suficiente 20x SSC para asegurarse que los
extremos del papel filtro estaban sumergidos. Se invirtio el gel y se coloct sobre el papel filtro. Con
una pipeta, se eliminaron las burbujas.

- Se coloco la membrana sobre el gel, marcando el extremo derecho superior del lado opuesto de la
membrana. Se sacaron las burbujas con una pipeta.

- S¢ moj6 cada pedazo de papel Whatman 3mm en 2x SSCy se colocO sobre la membrana. Se sacaron
las burbujas después de cada pieza.

- Se envolvieron las orillas del sandwich de gel y membrana papel plastico. Se cort6y eliminé el papel
pléstico sobre el papel 3MM y se coloco luego una pila de toallas de papel sobre el sandwich. Se
colocd un vidrio como soporte sobre las toallas de papel, un peso sobre éste (un frasco de un litro

de buffer) (400-1000g). Se dejo que la transferencia ocurriera durante la noche.
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7.39

- Después de la tranferencia nocturna, se removié la membrana del gel, lavindola en 6X SSC. Se sach
completamente (0.5-1 hora).
- Después de que la membrana se sec6 al aire, se horne6 a 80°C durante 30 minutos, para fijar el
ADN a la membrana.
- Se coloct la membrana en una bolsa y se almacené a 4°C en la obscuridad, hasta que se hibridizs.
- Se tio el gel con bromuro de etidio para asegurarse que la transferencia fue completa (69). (Ver
Anexos # 3y 4).
Marcacién de ARN con digoxigenina. Transcripcién reversa de rARN en cADN.
NOTA: Se usaron guantes estériles mientras se manipul6 el ARN.
Todas las cantidades y soluciones estin calculadas para filtros de 400 cm?.
ESTE PROCEDIMIENTO SINTETIZA SUFICIENTE SONDA PARA HIBRIDAR DOS FILTROS
DE 400 CM?. Los filtros desarrollados tuvieron 250 cm?
- A un eppendorf estéril se agrego:
21l de primers 10x (Vial 5 -hexanucleotide- de Genius 1 a - 20°C), 4uL de buffer de
reaccién 5x (Buffer 5x para AMV-transcriptasa reversa a -20°C, verificar la concentracionde
cada lote nuevo, porque varian), 0.25uL rARN (a 4°C, Boehringer Mannheim), 12.75 uL de
agua desionizada estéril. Se mezcl6 durante tres segundos en la microcentrifuga.
- Se calent6 a 68°C durante 5 min, luego se enfrié lentamente a temperatura ambiente.
- Se agregaron: 24l de dNTPs 10x (Vial 6 de Genius 1 a -20°C), 3.0 UL de transcriptasa
reversa (AMV-RT a -20°C), se mezclaron centrifugandotres segundos. Se necesitaban 20-30

U de AMV-RT por sonda, se calculd el volumen dependiendo de la concentracion de la

enzima.
- Se incub6 a 42°C por una hora.

- Se precipité la sonda agregando 2uL de LiCl y SOuL de etanol frio al 95% (-20°C). Se

mezClo por agitacion en el fondo del tubo.
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- Se centrifug6 a 13,000 RPM durante 15 minutos. Se removi6 el sobrenadante. Se lavo cl
pboton con 100 b de etanol al 70%. Se centrifugd durante 4 minutos. Se removid el
sobrenandante.

- Se sec6 durante 15 minutos al vacio.

- Se resuspendi6 el botonen 20ul. de TE. El botén pucde se dificil de disolver. En esc caso
se agregb SDS al 0.1% al TE e incub6 hasta por 30 minutos a 37°C. Se congel6 a -20°C.

- Antes de usar la sonda: hiérvala durante 10 minulos y luego enfric en hielo durante 5-10
minutos. S¢ transfirio la sonda a 10 mL de solucion de hibridacion.

- Se agrego la solucién de hibridacion conteniendo fa sonda a la bolsa con el filtro pre-
hibridado.

La sonda se reusé hasta cinco veces, descongelandola a temperatura ambiente o 37 ° ¢, seguido de ebullicion durante
10 minutos y enfrinmiento brusco, en hielo durante 5-10 minutos.

Instrucciones especiales: Los reactivos deben sacarse del congelador inmediatamente antes de usar, colocarse
en una hielera con hielo picado y usar rapidamente en forma aséptica. Unicamente use lips nuevos, estériles,
nunca re-introduzca un tip usado a un vial.  Estos reaclivos son sumamente caros, N0 deben arriesgarse por
ahorrar un tip, 56lo use tips nuevos, nunca los deje fuera del congelador, guardeios inmediatamente después
de usarlos (64).

7.3.10 Marcacion de Estandares de ADN en escalera y lambda con digoxigenina. Priming al azar.

Para poder incluir estandares de peso molecular apropiado, detectables por el conjugado anti-

digoxigenina-fosfatasa alcalina, estos deben marcarse.

- A un eppendorf estéril se agrego: 11el de escalera de 1KB

14l de Lambda
11l de agua destilada desionizada cstéril
- Se hirvio durante 10 minutos y enfriclo en hielo durante 5 minutos.

- Se agregaron: 244l de primers 10x, 2l de dNTPs, 1t de enzima Klenow (mezcle cn la

microcentrifuga 3 seg).




- Se incub6 a 37°C durante un minimo de 60 minutos.

- Se paré la reaccion agregando 24l EDTA 0.2M a pH 8.0

- Se precipitd el ADN marcado con 24l de LiCl 4M y 60 1 de etanol frio (- 20°C).
Mezclando golpeando el fondo del tubo. La muestra se mantuvo a -70°C por un minimo de 30
minutos, 0 a -20°C durante 2 hrs.

- Se centrifug6 durante 5 minutos a 13,000 rpm.
Se remavi6 el sobrenadante durante 4 min. a 13,000 rpm. Se descarté el sobrenadante. Se seco al
vacio durante 15 min. y se disolvié en 50 ul de TE a pH 8.0

- Se transfirié 1041 de la suspension ADN-TE a un tubo conteniendo 10 ml de solucion de hibridacion

y sonda de ARNr (64,80).
7.3.11 Como estimar el rendimiento del ADN marcado con digoxigenina.

Los kits Genius 1, 2 y 3 contienen ADN control marcado, que puede usarse en un ensayo directo para
estimar el rendimiento de ADN marcado con DIG. Se recomienda que el rendimento de ADN marcado con
DIG de cada reaccion de primers al azar se estime de acuerdo con ¢l procedimiento siguiente.

Este proceso confirma que la reaccion de marcacion fue exitosa y que produjo suficiente mucstra para
aplicaciones subsiguientes y familiariza al usuario con la melodologia bésica de deteccion del sistema Genius.

Procedimiento:

- Se mezclo 45 pl. de NBT y 35 uL de BCIP en 10 mL de bufier Genius 3). Este substrato

de color debe prepararse fresco y usarse en el idltimo paso. Proteja de la luz directa,

guardéindolo en una gaveta antes de unsarlo,

- Se hicieron diluciones seriadas del ADN marcado control en buffer de dilucién de ADN.
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ADN marcado Control ADN/Buffer Concentracién Dilucidn
Concentracién Inicial Dilucion Total Final

S ng/ul 1uL/4ulL 1 ng/ul (A) L5

1 ng/uL (dilucién A) 1uL/9uL 100 pg/uL (B) 1:50

100 pg/uL (dilucion B) HulL/9uL 10 pg/uL (C) 1:500
10 pg/pL (ditucion C) 1ul/opl 1 pg/ul (D) 1:5,000
1 pg/uL (dilucion D) 1uL/9uL 0.1 pg/ul (E) 1:50,000

Las diluciones A-E pueden guardarse a-20°C por un minimo de un afio.

Se coloco 14l de las diluciones B-E en una membrana nylon cargada positivamenie,
marcando la membrana débilmente con un lapiz para identificar cada dilucion.

Se hicieron diluciones seriadas de la sonda recién marcada (de concentracion inicial
desconocida) en buffer de dilucién de ADN de acuerdo a la tabla del paso dos, hasta legar
a una dilucion de 1:50,000.

Se coloco 14l de cada una de las diluciones preparadas en el inciso 4 sobre la misma
membrana de nylon, marcando débilmente con un lipiz para identificar cada dilucién.

Se fijaron los ADNs a la membrana horneando durante 30 minutos a +80°C.

Se humedecio la membrana con una pequeiia cantidad de buffer 1.

Se incubs la membrana en buffer 2 por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se diluy6 el conjugado digoxina-fosfatasa alcalina 1:5,000 en buffer 2.

Se incub( la membrana en el anticuerpo diluido durante 5 minutos a lemperatura ambienie.
El anticuerpo diluido debe cubrir toda la membrana.

Se lavd 1a membrana 2x, 5 min/lavado, en buffer 1 a temperatura ambiente.
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- Se incub6 la membrana en buffer 3 durante 2 minutos. La aplicacion de este buffer "activa”
la fosfatasa alcalina conjugada al anticuerpo.

- Se removié ¢l buffer 3 yrsc agregd el substrato de color, permiticndo que c¢l color sc¢
desarrollara en la obscuridad durante 30-60 minutos, monitoreando ocasionalmente.

- Se compar6 la intensidad de las manchas det control y de las diluciones de la sonda para
estimar la concentracion de la sonda preparada (64,80). El cuadro siguiente permite realizar

dicha comparacion:

pmol .25 .025 0025 00025
ADN control @

® ® @®

Sonda

Experimental ® @ ® &

10 102 10 10+

7.3.12 Prehibridacitn, Hibridaciény Lavados.
7.3.12.1 Prehibridacion,
Los volimenes estin calculados para 250cm?  Ajuste conforme se cambie el tamafio de 1a membrana.
Se prepard la solucion de hibridaciony se coloc6en bafo de Marfa con agitacion hasta que el reactivo
de bloqueo se disolvié, Esto toma por lo menos una hora. Después de que ¢l reactivo de bloqueo se ha
disuelto se agregd 50 mL de solucionde hibridacién a una bolsa conteniendo el filtro (si trabaja con dos fiitros
coloéquelos "espalda con cspalda”, de manera que el lado que contiene 1 ADN mire hacia afuera. Permita que
se prehibridice en bafio de Maria a 68°C, con agitacion por lo menos durante una hora.

La solucion de hibridacion puede prepararse con anticipacion y almacenarse congelada hasta que se

necesite.
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7.3.12.2 Hibridacion,

- Se removi6 la solucién de pre-hibridacion de la bolsa. Se hizo rodar una pipeta sobre la bolsa
para remover cualquier solucién remanente.

- Se agregd 10 mL de solucién de hibridacion conteniendo la sonda marcada a la bolsa. La
solucion de hibridacién conteniendo la sonda debe desnaturalizarse (hervir durante 10
minutos) y enfriarse en hielo (durante 5 minutos) antes de ser agregada a la bolsa.

- S¢ sacaron las burbujas rodando una pipeta y se scllé la bolsa con calor. Se Verificé que
estuviera bien sellada y se incub6 a 68°C en bafio de Ma. durante la noche con agitacion.

7.3.12.3 Lavados,

NOTA: Se usaron guantes todo el tiempo
Se prepararon las soluciones de lavado A v B con un dia de anticipacion y se dejaron disolver
a 37°C durante la noche.

- Se cortd una esquina de la bolsa, y se removi6 la sonda. Se guard6 la sonda en un tubo
plastico est€ril y almacene a -20°C (puede usarse 5 veces).

- Se virtieron 60 mL de solucion de lavado A en la bolsa, desagiie y descarte.

- Se cortaron los lados de la bolsa y se saco el filtro.

- Se transfirio el filiro a una bandeja limpia, destinada exclusivamente para lavados. Se coloc6
¢l filtro con la "cara" hacia arriba, (el lado del ADN hacia arriba). Se lavé con 300 mL de
solucién de lavado A, 5 min. a temperatura ambiente con agitaciéon. Se repitid una vez mas.

- Se lavo cl filtro con 300 mL de solucién de lavado B, 15 minutos a 68°C en un bafio de agua
con agitacion. Se repitid una vez mas.

- Se transfirié el filtro a una bandeja pequefia, (si hay mas de uno debe hacerse

individualmente).

TODOS LOS LAVADOS SUBSIGUIENTES SE EFECTUAN A TEMPERATURA AMBIENTE CON

AGITACION LEVE:




7.4

7.4.1

7.4.2

7.4.3

- Se agregaron 60 mL de buffer # 1, se lavo brevemente durante un minuto.

- Se incubo el filtro durante 30 minutos en 125 mL de buffer # 2.

- Se preparo cl conjugadoagregando 10uL de conjugadode antidigoxigeninaa 50 mL de buffcr
# 1. Sc incubaron los filtros durante 30 minutos.

- Se lav6 con 60 mL de buffer # 1 por 15 min. Se repitié una vez mas.

- Se cquilibraron los filtros durante dos minutos con 50 mL de buffer # 3. (Prepararto
inmediatamente antes de usar).

- Se prepatd la sol. de color en el buffer # 3. Se agregaron 180uL de NBT y 140 uL. de BCIP
a 40 mL de buffer # 3.

- Se transfirio el filtro a una bolsa limpia de hibridacion. Sc agregaron 40 mL de solucién de
color. Se sacaron las burbujas, selld la bolsa, Se incub6 ¢n la obscuridad a icmperatura
ambiente sin agitacion.

- Se par6 el desarrollo de la reaccion de de color lavando el filiro en 60 mL de TE durante §
minutos. Se tavaron en bandejas individuales. Se almacenaron en bolsas ziplock pequcnas para
mantener el filtro himedo, cn caso de que s¢ necesile re-sondear (64,80). (Ver Ancxo # 5).

Diseno Experimental.

Disefio del Estudio

El estudio fue prospectivo con una duracion de 2 afos.

Poblacién

Se estudiaron veinte nifios entre 0 - 36 meses, que excretaron C. jejuni en 3-5 ocasiones, con o sin

diarrea.

Anilisis de Resultados

Se realiz0 un anilisis de tipo descriptivo, determinando si las diferentes cepas aisladas de un mismo

nifio son iguales o no, por medio del anélisis del patrén de ribotipia. Se cstablecié un porcentaje de

persistencia y uno de recurrencia.



8. RESULTADOS

Se llevo a cabo la comparacion de setenta y cinco cepas de Campylobacter jejuni provenientes de los

diferentes aislamientos realizados en episodios diarreicos y no diarreicos de veinte nifios. Se determiné que
las infecciones por Campylobacier  jejuni en un mismo nifio, reflejaron reinfecciones por diferentes cepas,
presentando un 100% de variabilidad, ya que los ribotipos obtenidos d¢ las cepas aisladas de un mismo nifo,
fueron diferentes para cada una de ellas (ver Tabla # 1). Es importanic hacer notar que algunos nifios
presentaron infecciones mixtas por otros microorganismos como Shigella, Salmonella y otros.

Se categorizaron ocho diferentes ribotipos. (Ver Anexo 6). Los pesos moleculares de las bandas de
cada uno de ellos aparecen a coniinuacion:

R1= 3 bandas (PM bp): 12.1, 11.1, 2.2

R2= 4 bandas (PM bp): 11.5, 10.3, 6.2, 2.3

R3= 5 bandas (PM bp): 16.0, 15.4, 12.7, 10.1, 3.6

R4= 6 bandas (PM bp): 12.0, 11.1, 10.1, 82, 6.2, 2.2

RS= 7 bandas (PM bp): 15.1, 14.0, 12.2, 11.0, 10.0, 2.7, 2.4

R6= 8 bandas (PM bp): 12.2, 11.1, 10.1, 9.1, 8.0, 6.2, 5.2, 2.6

R7= 9 bandas (PM bp): 15.1, 13.3, i2.1, 11.5, 11.0, 10.1, 9.1, 6.3, 2.4

R&= 10 bandas (PM bp): 15.1, 12.3, 10.2, 8.0, 8.4, 6.2, 5.3, 44, 4.2, 2.5

Los patrones més comunes de las 75 cepas estudiadas fueron: ¢l ribolipo R3 preseate en 19 cepas,
el R2 en 15 cepas, el R4 en 15 cepas y el R1 en 9 cepas del total de cepas trabajadas.

De las setenta y cinco cepas estudiadas, treinta y seis de cllas pertenecian a nifios que habian
presentado diarrea al momentode la toma de muestra; veintitrés a nifos que no prescntaban diarrea y dieciscis
a ninos que se encontraban en periodo de convalecencia.

De las treinta y seis cepas de C. jejuni que provenian de nifios con diarrea, once de ellas presentaren
el Ribotipo 3 ( 5 bandas ); mientras los nifios que no presentaban diarrea presentaron el Ribotipo 2

( 4 bandas ), ¢n ocho casos de veintitrés cepas estudiadas. Los nifios que se encontrabancn periodo de
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convalecencia después de haber sufrido cpisodios diarreicos presentaron el Ribotipo 1 ( 3 bandas } en cinco
ocasiones, dc¢ dieciseis cepas estudiadas que pertenecian a cste periodo.

Este trabajo [uc realizado como un complemento del estudio longitudinal de Diarrea Persistente en
la com.unidad de Santa Maria de Jesis realizado por el INCAP entre 1987 a 1989 bajo la direccion del Dr. José
Ramiro Cruz en ¢l Programa de Nutricion e Infeccion del INCAP.

Durante dos afios se le did scguimiento a la poblacién en estudio, mantenida bajo vigilancia
epidemiolGgica por personal de campo que visitaba los hogares de los ninos del estudio dos veces por scmana.
Durante cstas visilas s¢ tomaban datos sobre diarrca, otras enfermedades, hdbitos alimenticios ¢ ingesta de
medicamentos. Al deteclar un caso de diarrea, se anotaba la fecha del episodio y se tomaban muestras fecales

para cultivo bacieriano, investigacion parasitologica y virologica.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La gran variabilidad de las cepas de Campylobacter jejuni en los n.iﬁos estudiados corrobord la
hipOtesis planteada que las reinfecciones por Campylobacter jejuni son causadas por diferentes cepas dec esta
bacteria en un mismo nifo.

Existi6 cierta tendencia entre algunas cepas aisladas de nifios con diarrea, sin diarrea y en periodo de
convalecencia, a presentar un determinado ribotipo; el cual pudicramos asociarlo a cepas patogenas o no. Ya
que el R3 se presentaba en once cepas de nifios con diarrea, €l R2 en ocho cepas de nifios sin diarrea y el R1
s¢ encontré en cinco cepas de niios en convalecencia. Los andlisis estadisticos realizados por medio de tablas
de 2x2 y determinacion de X? usando Epi Info, no demostraron asociacion estadisticamente significativa en
ninguno de los casos. Sin embargo esto puede deberse al nimero relativamente pequeno de nifios que
excretaron C. jejuni en repetidas ocasiones. A pesar de que el estudio prospectivo incluyé a 179 nifos,
tnicamente 20 excretaron 3 o més veces C. jejuni. Los andlisis estadisticos se complementaron con el uso del
programa stat-Xact, pero adn asi no se encontré asociacion estadisticamente significativa. Se les realiz0
serologia solamente a 25 cepas de C. jejuni, las cuales fueron enviadas al Dr. H. Lior en el laboratorio del
Centro de Controlde Enfermedades Tunney’s Pasteure Ottawa, Ontario en Canada, para su analisis serologico.

De las 25 cepas analizadas seroldgicamente que correspondian especificamente a C. jejuni presentaron
los serogrupos siguientes: #36 (6 cepas), #45 (4), #22 (2), #11 (2), #79 (1), #23 (1), #19 (1), #2 (1). En la
actualidad existen mas de 100 serogrupos de Campylobacter, por lo que cxiste una gran variedad de cepas.
Hubiera sido interesante comparar la serologia de las cepas de C. jejuni estudiadas con los difercntes ribotipos
obtenidos para determinar si existia correlacion entre ambos.

En Guatemala no se cuenta con métodos serolégicos para C. jejuni ya que son sumamentc laboriosos
y de dificil estandarizacion, ademés que no hay reactivos disponibles comercialmente. Solamente existen dos

o tres laboratorios en el mundo que se encargan de realizar serologia a cepas de Campylobacter, uno de ellos

es el anteriormente mencionado.
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En muchos casos las prucbas convencionales para tipificacion de bacterias carecen de sensibilidad y
especificidad suficicntes, para encontrar diferencias entre bacterias muy similares. Por lo que se hace necesario
la utilizacion de t€cnicas sofisticadas para ¢i an4lisis de ADN de bacterias para detectar diferencias sutiles entre
aislados bacterianos.

Debido al ambiente tan fecalizado, la extrema pobreza, la falta de agua potable, drenajes y otras
necesidades basicas de la poblacion de Santa Marfa de Jesus, propician la propagacién de miltiples
enfermedades especialmente intestinales, por diferentes microorganismos.

Durante visilas realizadas a la comunidad, se pudo comprobar que animales domésticos como perros,
gatos, aves, equinos, porcinos y otros convivian con los residentes de las viviendas, los cuales depositaban sus

excretas deniro de las mismas, generando asi una poderosa fucnte de infeccion de Campvlobacter jejuni. va

que el reservorio principal del microorganismo es el tracto gastrointestinal de los animales anteriormente

mencionados.
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CONCLUSIONES

El patron de ribotipos fue difercnte en las cepas aisladas de un mismo nifio, refiejando reinfecciones

por diferentes cepas de esta bacteria.

Se establecieron ocho difercntes ribotipos categorizados por PM y No. de bandas quedandoasi: Rl=
3 bandas, R2= 4 bandas, R3= 5 bandas, R4= 6 bandas, R5= 7 bandas, R6= 8 bandas, R7= 9 bandas

y R8= 10 bandas.

Los patrones mas comuncs cn las selenta y cinco cepas estudiadas, fueron 19 cepas con el ribotipo

R3, 15 cepas con ¢l R2, 15 cepas con el R4, y 9 cepas con ¢l R1.

El patron de ribotipos R3 fue ¢l mas comin en los nifios que presentaron diarrea, 11 de cllos

(30.55%) se encontraron presentes en 36 cepas estudiadas de este tipo.

El patron de ribotipos R2 fue €l més comin ¢n nifios que no presentaron diarrea, 8 de cllos (34.78%.)

se encontraron presentes en 23 cepas cstudiadas de este tipo.

El patrén de ribotipos R1 fuec el mas comdn en nifios que s¢ encontrabanen periodo de convalecencia,

5 de ellos (31.25%) se encontraron presenies en 16 cepas cstudiadas de este tipo.

La ribotipia reduce en gran cantidad el nimero de bandas que en la huella digital cromos6mica sc

presentaron para su diferenciacion.

La ribotipia provee una huella unica y facilita considerablemente las comparaciones entre cepas muy

similares.
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RECOMENDACIONES
Cuandose realiza el procedimiento de extraccion de ADN segin la técnica de Pitcher-Saunders-Owen,
si no precipita el ADN después de agregado cl etanol absoluto, deje refrigerado a 4°C durante toda

la noche y revise al dia siguiente si el ADN se encuentra en el fondo del tubo.

Verificar el rendimiento del ADN marcado con digoxigenina siempre que se prepare sonda nueva,

para determinar si el ensayo es sensible.

La utilizacion de guantes todo ¢l tiempo durante el desarrollo de técnicas en las que se manipule

ADN.

Implemcntar medidas higiénicas a nivel de la comunidad de Santa Marfa de Jesis.

Investigar los Ribotipos R1, R2, R3 ¢n un ndmero mayor de nifios con o sin diarrea, que excretan

Campylobacter jejuni.
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TABLA No. 1

RESULTADOS DE LAS COMPARACIONES DE CEPAS DE LOS NINOS ESTUDIADOS.

IDENTIFICACION
# # # # MUESTRA | RIBOTIPOS OBSERVACIONES
FAMILIA NINO AISLAM.
1 1 1 70-0187 R7 Diarrea. C. jejuni + otro
patogeno
2 70-1213 R1 Convaleciente. C. jejuni
+ otro patdégeno
3 70-2654 RS Diarrea. C. jejuni + otro
patégeno
4 70-5004 R2 No diarrea.C. jejuni
50 2 1 70-3048 R2 No diarrea. C. jejuni
2 70-3918 R6 “No diarrea. C. jejuni
3 70-4390 R3 No diarrea. C. jejuni
4 70-5191 R4 No diarrea. C. jejuni
105 3 1 70-3033 R3 Diarrea. C. jejuni
2 70-4014 R2 Diarrea. C. jejuni
3 70-4566 R1 Diarrea. C. jejuni
4 70-4674 R4 Convaleciente. C. jejuni
153 4 1 70-0635 R3 Diarrea. C. jejuni
2 70-0700 R4 Diarrea. C, jejuni + otro
patdgeno
298 5 1 70-4606 R2 Diarrea. C. jejuni + otro
patdgeno
2 70-4861 R} Convaleciente. C. jejuni
3 704937 R3 Diarrea. C. jejuni + otro
patogeno
4 70-5121 R5 No diarrea. C. jejunt
415 6 1 70-3953 RS Convaleciente. C. jejuni
2 70-4449 R2 Convaleciente. C. jejuni
3 70-4703 R3 No diarrea. C. jejuni
4 70-5125 R4 No diarrea. C. jejuni +
otro patbgeno




IDENTIFICACION

# # # # MUESTRA | RIBOTIPOS OBSERVACIONES

FAMILIA NINO AISLAM.
1 |

472 7 1 70-3888 R6 Diarrca. C. jejuni
pA 70-4191 R2 No diarrea. C. jejuni +
olro patdgeno
3 70-5186 R3 No diarrea. C. jejuni
4 70-5276 R4 No diarrea. C. jejuni
498 8 1 70-0527 R3 Diarrea. C. jejuni + otro
patogeno
2 70-2585 R1 Convaleciente. C. jejuni
' + otro patdgeno
3 70-2706 R4 Diarrea. C. jejuni + otro
patdgeno
4 70-4294 R2 No diarrea. C. jejuni
5 9 1 70-1470 R3 Diarrea. C. jejuni
2 70-026% R4 Diarrea. C. jejuni + otro
patdgeno
3 70-1160 R2 No diarrea. C. jejuni +
otro patdgeno
4 70-4237 R1 No diarrea. C. jejuni +
olro patbgeno
582 10 1 70-0530 R2 Diarrea. C. jejuni + otro
patOgeno
2 70-1183 R4 No diarrea. C, jejuni +
otro patdgeno
3 70-0025 R3 Diarrea. C. jejuni + otro
patdgeno
4 70-3904 R1 No diarrea. C. jejuni
624 11 1 70-0028 R1 Convaleciente. C. jejuni
+ otro patoégeno
2 70-0198 R2 Diarrea. C, jejumi
3 70-1016 R3 Diarrea. C. jejuni + otro
patoégeno
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IDENTIFICACION

# # # # MUESTRA | RIBOTIPOS OBSERVACIONES
FAMILIA NINO AISLAM.
725 12 1 70-0240 R3 Convaleciente. C. jejuni
+ otro patgeno
2 70-0659 R1 Diarrea. C. jejuni
3 70-1091 R4 No diarrea. C. jejuni +
otro patogeno
4 70-5221 R2 No diarrea. C. jejuni
790 13 1 70-2003 R3 Convaleciente. C, jejuni
+ otro patdgeno
2 70-2290 R2 Diarrea. C. jejuni
837 14 1 70-0526 R2 Convaleciente. C, jejuni
+ otro paidgeno
2 70-0713 R6 Convaleciente, C, jejuni
+ oOtro patogeno
3 70-2506 R3 Diarrea. C. jejuni + otro
patdgeno
955 15 i 70-0276 RS Convaleciente. C, jejuni
+ olro patogeno
2 70-3668 R3 Diarrea. C. jejuni + otro
patdgeno
3 70-2602 R2 No diarrca. C, jejuni +
otro patbgeno
4 70-3851 R4 Diarrea. C. jejuni
1016 16 1 70-2013 R2 Diarrea. C. jejuni + otro
patbgeno
2 70-2339 R4 Diarrea. C. jejuni + otro
patégeno
3 70-2475 RS Diarrea. C. jejuni
4 70-2680 R3 Convaleciente. C. jejuni
1618 17 1 70-4124 R2 Diarrea. C. jejuni
2 70-4310 RS Diarrea. C, jejuni
3 70-4620 R4 Diarrea. C. jejuni
4 70-4707 R3 Diarrea. C. jejuni

53




JIDENTIFICACION

# # # # MUESTRA | RIBOTIPOS OBSERVACIONES
FAMILIA NINO AISLAM.
1659 18 1 70-1319 R7 No Diarrea. C. jejuni
2 70-3629 R4 Diarrea. C. jejuni
3 70-3751 R8 Diarrea. C. jejuni
4 70-4513 R3 Convaleciente. C. jejuni
1672 19 1 70-3339 R4 Diarrea. C. jejuni + otro
patbgeno
2 70-3518 R1 Convaleciente. C, jejuni
+ otro patbgeno
3 70-3829 RS Diarrea. C. jejuni
4 70-4059 R3 No diarrea. C. jejuni
5 70-4950 R2 No diarrea. C. jejuni
1675 20 1 70-3817 R2 Diarrea. C. jejuni
2 70-4583 R4 Convaieciente. C. jejuni
+ otro paidgeno
3 70-4697 R3 Diarrca. C. jejuni
4 70-4989 R3S No diarrea. C. jejuni
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ANEXO # 1

RESULTADO DE LAS PRUEBAS CONFIRMATORIAS UTILIZADAS

EN LA IDENTIFICACION DE CAMPYLOBACTER

Prueba Resultado

Oxidasa +
Catalasa +
Movilidad +
Reduccién de nitratos +
Sensibilidad al 4cido nalidixico (discos de 30 ug)
Sensibilidad a la cefalotina S
(discos de 30 ug)
H,S en medio contcniendo hierro R
H,S en tiras de acelato de plomo -
Crecimiento en: +

glicina al 1%

Na(Cl al 3.5% +

bilis al 1% -
Crecimiento a: +

25¢°C

37°C -

42°C +

+

+ = reaccion positiva
- = reaccion negativa
S = sensible

R = resistentc




ANEXO #2
PURIFICACION DE ADN POR MEDIO DE DIALISIS POR CENTRIFUGACION
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ANEXO #3
DETALLE DE TRANSFERENCIA DE SOUTHERN BLOT
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ANEXO #4
PROCEDIMIENTO PARA SOUTHERN BLOTTING

{ ’ ; I DNA digerido

Electroforesis

Cubeta de
electroforesis
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absorbentes
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F.l tro de del DNA in situ
nitrocelulosa

Visualizacién
del DNA
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ANEXO #5
MARCACION NO RADICACTIVA DE ADN CON DIGOXIGENINA
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ANEXO #6

ES RIBOTIPOS ENCONTRADOS DE LAS CEPAS ESTUDIADAS
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