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SUMMARY

Two hundred and sixty faecal samples obtained with rectal swabs from dogs were studied for Campylobacter
isolation. The samples were placed on Preston broth and incubated at 43° C for 12 h under a microaerophilic
atmosphere. Then, they were seeded on Skirrow agar and incubated under the same conditions for 48 h.
Campylobacter species were identified by conventional methods (morphological, biochemical and cultural
test), Lior's biotypes and protein profiles were examined by polyacrylamide gel electrophoresis, under
reducing conditions. The prevalence of thermo-tolerant Campylobacter species was 7.3%. Fifteen out of 19
Campylobacter jejuni biotype Il isolates were used in electrophoresis. Strain 1522 was employed as
reference strain. Analysis of the protein profiles of the electrophoretic banding patterns presented good
correlation with biochemical tests. All isolates presented a protein band greater than 40-46 Kd and minor
differences in mobility of 40-50 Kd. Four strains lacked the flagellin (62-64 Kd band). The fact that protein
electrophoresis presented heterogeneity among strains of the same species and biotypes reinforces their
importance as discriminative methods of epidemiological value.
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INTRODUCCION

Las especies termotolerantes de Campylobacter (C. jejuni subsp. jejuni, C. coli'y C. lari), son agentes
causantes de gastroenteritis y diarrea aguda en seres humanos (Blaser, 1983) y reconocen como reservorios
naturales una gran variedad de especies de animales domésticos y silvestres (Blaser, 1983; Yogasundram y
col., 1989; Giacoboni y col., 1993). Los perros y gatos son portadores y, por su estrecha relacion con el ser
humano al ser utilizados como mascotas, se describen como una fuente probable de infeccion (Skirrow,
1981).

El conocimiento de las especies prevalentes, asi como la individualizacion e identificacion de las cepas
aisladas proveen informacion epidemioldgica y permite relacionar las fuentes de contagio y el modo de
transmision. Los métodos de tipificacion convencionales, basados en las pruebas bioquimicas, resistencia a
varios agentes y tolerancia a diferentes temperaturas, son pruebas fenotipicas que se utilizan para caracterizar
las cepas aisladas. No obstante, los diferentes métodos empleados en cada laboratorio pueden conducir a
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resultados discrepantes (Onn y Holmes, 1991). La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) es un método sensible y practico que complementa la identificacion y clasificacion de los
microorganismos (Moore y col., 1980; Donald y col., 1984).

El objetivo de este trabajo fue identificar las especies de Campylobacter aisladas de perros de la ciudad de
La Plata (Argentina), utilizando métodos convencionales y su biotipificacion por el esquema de Lior,
complementado con perfiles proteicos determinados por electroforesis en SDS-PAGE.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras fecales por hisopado rectal de 260 perros atendidos en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Las muestras fueron colocadas en caldo Preston de
enriquecimiento e incubadas a 43°C, en atmosfera microaerodfila (Campy Pack, BBL), durante 12 horas.
Luego, una alicuota de 0.1 ml fue sembrada en agar selectivo de Skirrow modificado (agar Brucella 43 g/l,
vancomicina 10 mg/l, trimetroprima 5 mg/l, polimixina B 2.500 U.I/l, vancomicina 10 mg/l, metabisulfito de
sodio 0.5 g/l, piruvato de sodio 0.5 g/1, sulfato ferroso 0.5 g/l y sangre equina desfribrinada 70 ml/l) e
incubada en iguales condiciones de atmosfera y temperatura, durante 48 horas. Para la identificacion
presuntiva de las colonias sospechosas se realizd coloracion de Gram, pruebas de oxidasa y de catalasa. La
identificacion de especie se realizd segun las pruebas bioquimicas y culturales propuestas por Skirrow y
Benjamin (1980) y la biotipificacion, de acuerdo al esquema de Lior (1984). Las cepas utilizadas para la
electroforesis fueron cosechadas en una solucién salina de pH 7.0, a partir de placas de agar sangre al 5%
luego de una incubacion de 48 horas a 43°C en microaerofilia. Las suspensiones bacterianas fueron lavadas 3
veces con la misma solucion y, posteriormente, centrifugadas a 3500 rpm durante 20 minutos. Los
sedimentos asi obtenidos, formados por bacterias completas, fueron procesados en condiciones de reduccion,
hervidas a 100°C, durante 5 minutos y sembradas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5%,
empleando un sistema de buffer discontinuo. Las placas (170 x 190 x 1 mm) se sometieron a 35 mA durante
aproximadamente 3.5 horas de acuerdo a la metodologia utilizada por Brooks y col. (1986). Como cepa de
referencia se utilizd cepa humana 1522 de C. jejuni. y como marcador de peso molecular, un preparado
proteico comercial (Pharmacia) que produce 3 bandas (94, 67 y 43 Kd). La tincion posterior de los geles se
realiz6 con azul brillante de Coomassie.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 260 muestras estudiadas fueron aisladas 19 cepas de Campylobacter termotolerantes (7.3%),
correspondiendo todas a la especie Campylobacter jejuni'y, segin el esquema de Lior, al biotipo II. A pesar
de haber utilizado procedimientos similares en el procesamiento de las muestras, la prevalencia de
Campylobacter encontrada en este estudio fue baja (7.3%), comparada con la informada por Fernandez y col.
(1991, .1994) en la provincia de Valdivia (Chile) (51.3% y 42.5%). En estos estudios, Fernandez y col. (1991,
1994) encuentran que el biotipo I de C. jejuni es el mas frecuentemente aislado. En nuestro trabajo, en
cambio, el biotipo II fue el tinico biotipo aislado. Estas diferencias podrian estar condicionadas por
situaciones epidemioldgicas de caracter geografico-ambiental que estuviesen favoreciendo el predominio de
determinados tipos de cepas (Lastovica y col., 1986).

De las 19 cepas aisladas, 15 fueron sometidas a andlisis electroforético y denominadas 13, 14, 29, 64, 78, 83,
87, 88,92, 106, 162, 165, 201, 222 y 259. Los patrones obtenidos en las distintas cepas fueron similares y
presentaron un nimero de 30 bandas aproximadamente. Dos de ellas (29 y 64) carecieron de bandas de 35y
64 kD. Las cepas 87 y 222 no presentaron la banda de 64 kD y, ademas, la cepa 87 apareci6 diferente a las
demas, con ausencia de bandas de 43, 110, 125 y 155 kD. Las cepas 29, 64 y 88 mostraron perfiles proteicos
muy similares entre si, mientras que en la cepa 201 se apreciaron diferencias de movilidad en las bandas
ubicadas entre 40 y 50 kD (figuras 1y 2).

De acuerdo a la bibliografia consultada, C. jejuni posee un polipéptido mayor de entre 40 a 46 kD, cuatro
menores, constantes, de aproximadamente 27-29, 35-40, 62-64 y 72 kD y uno menor, variable, de entre 70-
75 kD. Todas las cepas compartieron las bandas del polipéptido mayor (40-46kD), pero difirieron en las 4
proteinas menos constantes, especialmente en la banda de 62- 64 kD que estuvo ausente en cuatro de las
quince cepas procesadas. Este peso molecular corresponde al de la flagelina, proteina termoldbil que podria
perderse por las repetidas resiembras realizadas en medios s6lidos (Newell y col., 1984; Wennman y col.,
1985).
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Figura 1: Perfiles proteicos de 8 cepas aisladas Figura 2: Perfiles proteicos de 7 cepas aisladas
e identificadas como Campylobacter jejuni e identificadas como Campylobacter jejuni
biotipo II de Lior. biotipo II de Lior.

M: marcador de peso molecular expresado en M: marcador de peso molecular expresado en
kD (flechas). kD (flecha).

R: cepa de referencia humana 1522. R: cepa de referencia humana 1522.

1: cepa 13, 2: cepa 14, 3: cepa 29, 4: cepa 64, 1: cepa 92, 2: cepa 106, 3: cepa 162, 4: cepa
5: cepa 78, 6: cepa 83, 7: cepa 87, 8: cepa 88. 165, 5: cepa 201, 6: cepa 222, 7: cepa 259.
Los asteriscos indican ausencia de bandas. El asterisco marca ausencia de una banda.
Protein profile of 8 strains isolated and identified as Figure 2: Protein profile of 7 strains isolated and
Campylobacter jejuni Lior's biotype II. identified as Campylobacter jejuni Lior's byotipe II.

M: molecular weight marker expressed in kD (arrows). M: molecular weight marker expressed in kD (arrows).
R: human reference strain (1522). R: human reference strain 1522).

1: strain 13, 2: strain 14, 3: strain 29, 4: strain 64, 5: 1: strain 92; 2: strain 106, 3: strain 162, 4: strain 165, 5:
strain 78, 6: strain 83, 7: strain 87, 8: strain §8. strain 201, 6: strain 222, 7: strain 259.

Asterisks indicate band absence. Asterisc indicates band absence.

La importancia de la aplicacion de un método para tipificar las especies y subespecies del género
Campylobacter, reside en la posibilidad de poder relacionar las cepas encontradas en la amplia variedad de
animales reservorios de estas bacterias con aquellas aisladas en aquellos casos de infeccion humana. Existe
una amplia variedad de métodos de tipificacion, con diferentes grados de complejidad y discriminacion en
cuanto a la técnica y resultados que puedan ser reproducidos en diferentes laboratorios (Blaser, 1983; Patton
y_Wachsmuth, 1992). El esquema de biotipificacion de Lior (1984) es uno de los métodos mas utilizados
para relacionar epidemioldgicamente las cepas aisladas. Sin embargo, también se ha utilizado con este
propdsito la electroforesis de proteinas. En 1992, Hu y col., utilizando electroforesis en geles de
polialcrilamida (PAGE), realizaron un estudio epidemioldgico comparando el perfil proteico de 41 cepas de
C. jejuni de origen animal y humano, concluyendo que, por los patrones obtenidos, es posible establecer
relaciones de identidad entre las cepas aisladas de pollos y otros animales y las de infecciones humanas.

Si bien a la electroforesis se le considera un método complejo para tipificar Campylobacter (Patton y
Wachsmuth, 1992) y de discriminacion moderada a baja, en nuestro trabajo este método mostrod
heterogeneidad entre las cepas aisladas de una poblacion canina, aunque las mismas pertenecieron todas a un
mismo biotipo. El hecho de que la electroforesis de proteinas haya demostrado heterogeneidad entre cepas de
una misma especie y biotipo, reafirma su importancia como método de discriminacion epidemiolédgica. No
obstante lo anterior, estimamos necesario realizar estudios de biologia molecular de mayor profundidad que
permitan explicar las diferencias encontradas en los perfiles proteicos de las cepas analizadas.

RESUMEN

Se estudiaron 260 muestras fecales obtenidas por hisopado rectal atendidos en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Para el aislamiento de Campylobacter se utilizo caldo
Preston de enriquecimiento, incubado a 43°C durante 12 h en microaerofilia y siembra en agar Skirrow
incubado en iguales condiciones por 48 h. La identificacion de especie se realizo por los métodos
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convencionales, la biotipificacion por el método de Lior y los perfiles proteicos se determinaron en geles de
poliacrilamida bajo condiciones de reduccion. La prevalencia de Campylobacter termotolerantes fue de
7.3%, resultando 19 cepas identificadas como C. jejuni biotipo II. De éstas, 15 fueron sometidas a
electroforesis, utilizandose la cepa humana 1522 como referencia. Los perfiles proteicos obtenidos de las
cepas fueron similares y presentaron un numero de 30 bandas aproximadamente. Todas las cepas
compartieron las bandas del polipéptido mayor de 40-46 kD. Las diferencias se observaron en la carencia de
algunas bandas o en su movilidad entre las de 40 y 50 kD. El hecho de que la electroforesis de proteina haya
demostrado heterogeneidad entre cepas de una misma especie y biotipo, reafirma su importancia como
método de discriminacion epidemioldgica.
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