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RESUMEN

Se aislaron Campylobacter jejuni'y Campylobacter coli de abortos suinos sucedidos en diferen-
tes establecimientos, entre febrero de 2000 y mayo de 2001. Las bacterias aisladas se identifi-
caron como: C. jejuni biotipo Il (7), C. jejuni biotipo | (3) y C. coli biotipo | (1) por las pruebas
bioquimicas convencionales y segun el esquema de Lior. Para comparar y establecer si hubo dife-
rencias entre las cepas aisladas y caracterizadas fenotipicamente se utiliz6 el método de
electroforesis en geles de poliacrilamida al 7,5, 10 y 12,5%, utilizando células enteras en buffer de
reduccién. Las proteinas halladas fueron las comunes descriptas para esas especies de
Campylobacter con algunas diferencias de movilidad. Se pudo corroborar la presencia de C. jejuni
y C. coli en fetos de diferentes edades y procedencias y cepas fenotipicamente idénticas pero con
diferencias en el patrén proteico en fetos de la misma camada. El método de electroforesis em-
pleado utilizando células completas resulté reproducible y util para revelar diferencias entre cepas
con igual fenotipo, hecho que corrobora la variabilidad de los tipos de Campylobacter involucrados
en la epidemiologia de este género bacteriano.
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SUMMARY

Campylobacter jejuni and C. coli from aborted pig fetuses: comparison of phenotypic
identification and SDS-PAGE. Campylobacter jejuni and Campylobacter coli were isolated from
aborted pig fetuses which proceeded from different animals and farms between February 2000 and:
March 2001. Seven Campylobacter jejuni biotype Il, three biotype | and one Campylobacter coli
biotype | were identified by phenotypic tests and Lior's scheme. To corroborate and compare the
phenotypic results, 7.5, 10 and 12.5% polyacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) were used
under reducing conditions. Characteristic bands of hypervariable dense zone within C. jejuni and
C. coli species were observed in all the whole cell protein extracts with differences in mobility. It
was possible to establish differences between identical phenotypic Campylobacter isolates and
different protein profile from fetuses of the same litter. SDS-PAGE is a stable and reproducible
method to establish differences between Campylobacter strains and is considered applicable for
the differentiation of the wide variability of Campylobacter species for epidemiologic purposes.
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INTRODUCCION

La familia Campylobacteraceae comprende un
grupo de bacterias Gram negativas que colonizan
el tracto intestinal de una amplia variedad de
animales domésticos y silvestres (3). Algunas de
“ellas son comensales y otras son patégenas aso-

ciadas a diversas enfermedades en hombres y
animales (18). Las especies denominadas termé-
filas (Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari) estan
estrechamente relacionadas por su genotipo (20)
y son las que comuinmente producen enteritis y
diarrea en humanos. Las especies C. fetus fetus
y C. fetus venerealis causan abortos y problemas
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reproductivos en rumiantes (10). En los cerdos las
especies A. cryaerophilus, A. butzleriy A. skirrowii
del género Arcobacter se aislaron de fetos abor-
tados y tracto genital de hembras y machos
(14,15). El hallazgo de abortos en cerdos por
Campylobacter termdfilos no esta registrado, a
diferencia de los ovinos en los que se aislaron
diferentes especies de Campylobacter, entre ellas
C. jejuniy C. coli (6, 7). Los animales pueden
adquirir la infeccién oralmente a partir de una va-
riada fuente del ecosistema que habitan, agua,
suelo, alimento contaminado con las heces de los
portadores (8). La identificacién fenotipica de
campilobacterias suele ser incompleta o inexacta,
por considerarlas bacterias con poca actividad
bioquimica. La falta de normatizacién de las prue-
bas que se utilizan esta influenciada por la meto-
dologia empleada en cada laboratorio y las con-
secuencias se evidencian en las discrepancias
entre los que las-realizan al evaluar los resultados
(16). Se han desarrollado otras técnicas para
mejorar la identificacion de campilobacterias y
subtipificarlas; cada una tiene sus ventajas y des-
ventajas, algunas de ellas son, por ejemplo, las
pruebas seroldgicas (17), moleculares (23) y el
estudio de las proteinas (12). De acuerdo con
Vandamme y col (21) la electroforesis en geles de
poliacrilamida es uno de los métodos mas apro-
piados para la identificacion y diferenciacion de
estos organismos. Si bien se pueden obtener di-
ferentes tipos de proteinas segtin el método de
extraccion o deteccion, los perfiles proteicos de la
célula entera son los mas utilizados en la identifi-
cacion de bacterias porque aportan una informa-
cion mas completa (17). Asi, se observa un pa-
tron de proteinas con una zona densa hiperva-
riable que caracteriza a las especies de Campy-
lobacter, de entre 39 y 60 kD que varian en su
posicién y comprenden algunas proteinas como la
porina (40-45 kD) y otras proteinas menores cons-
tantes de 27-29, 62-64 —flagelina—, 72 kD y una
menor variable de 70-75 kD (13, 21, 26).

El objetivo de este trabajo fue aislar Campylo-
bacter termdfilos de abortos suinos sucedidos en
diferentes establecimientos, tipificarlos por las
pruebas bioquimicas convencionales y utilizar el
método de electroforesis en geles de poliacrila-
mida para comparar y establecer si hubo diferen-
cias entre las cepas aisladas y caracterizadas

" fenotipicamente con fines epidemiolégieos.
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MATERIALES Y METODOS

De 8 establecimientos de cria porcina con siste-
ma intensivo y con planes vigentes de vacuna-
cion contra enfermedades reproductivas (parvo-
virus y Leptospira spp), se remitieron 75 fetos
abortados o nacidos prematuramente (>107 dias)
entre febrero de 2000 y marzo de 2001. Los 6r-
ganos procesados para el aislamiento fueron hi-
gado, bazo, intestino y contenido estomacal. Las
muestras trituradas y homogeneizadas en medio
Cary Blair (22) se sembraron en medio selectivo
de Skirrow modificado (9) compuesto por agar
Brucella 43 g/I, vancomicina 10 mg/l, trime-
troprima 5 mg/l, polimixina B 2.500 U/I, cefalotina
10 mg/l, metabisulfito de sodio 0,5 g/I, piruvato
de sodio 0,5 g/l, sulfato ferroso 0,59/l y sangre
esteéril ovina 60 ml/l, y se incubaron durante 48 h
a 43 °C en atmésfera microaerdfila (N, 80%, CO,
10%, O, 5%, H, 5%). La identificacién de fami-
lia y especie se realiz6 mediante las pruebas de
oxidasa, catalasa, fermentacién de hidratos de
carbono, hidrdlisis del hipurato, hidrélisis del
indoxil acetato, sensibilidad al acido nalidixico y
cefalotina (discos de 30 pg). Para la biotipifica-
cién se realizaron las pruebas propuestas por
Lior (11).

Las cepas utilizadas para la electroforesis fue-
ron cosechadas en una solucién salina de pH 7,0
a partir de placas de agar Brucella con 5% de
sangre ovina, luego de una incubacién.de 48 h a
43 °C en microaerofilia. Las suspensiones bac-
terianas fueron lavadas 3 veces con la misma
solucién y posteriormente centrifugadas a 3500
rpm durante 20 min. Los sedimentos asi obteni-
dos, formados por bacterias completas, fueron
procesados en condiciones de reduccién, hervi-
das a 100 °C durante 5 min y sembradas en
geles de poliacrilamida al 7,5, 10 y 12,5%, em-
pleando un sistema de buffer discontinuo. Las
placas (170 x 190 x 1mm) se sometieron a 35 mA
durante aproximadamente 3,5 h de acuerdo a la
metodologia utilizada por Brooks y col (5). Como
cepa de referencia se utilizé la cepa Campy-
lobacter jejuni ATCC 29428 y como marcador
de peso molecular, un preparado proteico co-
mercial (Pharmacia) que produce 6 bandas (94,
67, 43, 30, 20,1 y 14,4 kD). La tincién posterior
de los geles se realizé con azul brillante de
Coomassie.
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RESULTADOS muestras de fetos suinos abortados. De ellas, 10

se identificaron como C. jejuni, de las cuales 3
Se aislaron 11 cepas de Campylobacter a partir fueron caracterizadas como biotipo | de Liory 7
de 3 de los 8 establecimientos que remitieron como biotipo Il y una cepa como C. coli biotipo I.

Cuadro 1. Pruebas bioguimicas, de sensibilidad y crecimiento utilizadas para caracterizar las cepas de
campilobacterias.

Cepa Oxidasa Catalasa TSI' 1A2 NA3 CE* Hipurato SH,S° DNasa Especie
) + + - + R R + - + C. jejuni ll
2 + + - + R R + - + C. jejuni ll
3 + + - + S R + - - C. jejuni |
4 + + - + S R + - - C. jejuni |
5 + + - - R R + - + C. jejuni ll
6 + + - + R R + - + C. jejuni ll
7 + + - + S R - - - C.coli |
8 + + - + R R + - + C. jejuni ll
9 + + - + R R + - E C. jejuni ll
10 + + - + S R + - + C. jejuni ll
11 + + - + R R + - + C. jejuni Il

ATCC + + - + S R + - + C. jejuni ll

! TSI= triple sugar iron agar (fermentacion de hidratos de carbono). 2 1A= hidrdlisis del indoxil acetato.
NA= 4cido nalidixico. “ CE=cefalotina. ® SH,= prueba rapida de SH, de Lior
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Figura 1. Perfiles proteicos de cepas de Campylobacter aisladas de fetos suinos. (gel 12,5%).
1= Marcador de peso molecular; 2= Cepa 1; 3= Cepa 2; 4: Cepa 3; 5= Cepa 4; 6= Cepa 5; 7=
Cepa 6; 8= Cepa 7; 9= Cepa 8; 10= Cepa 9; 11= Cepal0; 12= Cepatl1; 13= ATCC 29428 Cepa
de referencia. *= diferencias de movilidad. F= Flagelina. P= Porina. En este nivel se encuentran
las mayores diferencias de movilidad,,-
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El Cuadro 1 muestra el resultado de la caracteri-
zacion fenotipica, asi como la identificacion y
biotipo de Lior de las cepas aisladas.

Los tres establecimientos (a, b, ¢) de donde se
aislaron campilobacterias pertenecieron a diferen-
tes localidades. Las cepas denominadas 1, 2, 5,
6, 7, 8 y 9 se aislaron de diferentes brotes del
establecimiento a, las cepas 3 y 4 (establecimien-
to b) de fetos de la misma camada y las cepas
10 y 11, de muestras remitidas con un afo de
diferencia, del establecimiento ¢ y de madres dis-
tintas.

En todas las concentraciones de acrilamida
ensayadas se encontraron las mismas variacio-
nes en las mismas cepas. Todas las cepas aisla-
das mostraron las proteinas descriptas comunes
a C. jejuniy C. coli, con algunas diferencias. La
porina se encontrd en todas las cepas en eleva-
das cantidades de acuerdo a la intensidad de la
banda y present6 algunas diferencias de movili-
dad: fue més liviana en la cepa 3 (40 kD), que
enlascepas 1, 2,7y 11 (41 kD), las cepas 5, 6,
8y 9 (42 kD) y en las 4, 10 y ATCC (43 kD). La
flagelina también se encontré en todas las cepas
y solo fue mas liviana en la cepa 11 (60 kD). La
bandas de 92 y 29 kD no presentaron variacio-
nes entre las cepas, y las de 72 y 50 kD sdlo fue-
ron mas livianas en la cepa 3 (70 y 48 kD, res-
pectivamente) (Figura 1).

DISCUSION

Los especies bacterianas de la familia Campylo-
bacteraceae han sido aisladas de casos de pro-
blemas reproductivos en suinos pertenecen al gé-
nero Arcobacter (14), mientras que las especies
termotolerantes del género Campylobacter se han
aislado de rumiantes (bovinos y ovinos) pero no
de cerdos. Nuestro estudio pudo corroborar la
presencia de C. jejuni y C. coli en fetos de dife-
rentes edades provenientes de diferentes gran-
jas de cria intensiva y de localidades muy distan-
tes entre si. En cuanto al modo de infeccion,
podria producirse por las heces de los cerdos
colonizados, a través de animales portadores
como los péajaros silvestres o bien por la conta-
minacién del agua, como ha sido descripto en
ovejas (8).

Hubo coincidencia de biotipo en los aislamien-
tos realizados en una misma granja a _pesar de
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haberse realizado en distintos periodos durante
el transcurso de la recepcion de las muestras (fe-
brero 2000-marzo 2001). En los establecimientos
denominados a y c el biotipo identificado por el
método de Lior fue el Il, mientras que en el esta-
blecimiento b fue el | de Lior. Las cepas 3 y 4
aisladas de este ultimo tuvieron diferencias en
sus perfiles proteicos a pesar de compartir idén-
ticas caracteristicas fenotipicas.

Hay evidencias de que pueden coexistir cepas
de Campylobacter con diferentes perfiles protei-
cos en el tracto digestivo de un mismo animal
(19) y que las madres pueden albergar en las
heces varios subtipos diferentes de campilobac-
terias que por las similitudes halladas en los ti-
pos genotipicos, se corrobora posteriormente que
los trasladan a sus hijos (24, 25). La experien-
cias realizadas con cerdos gnotobiéticos demues-
tran que estos animales nacen libres de Campy-
lobacter pero que se infectan a los pocos dias de
nacidos (4). Este hecho justificaria las diferencias
en los perfiles proteicos hallados en las cepas 3
y 4 que pertenecieron a fetos de una misma
madre e igual camada.

Si bien se utilizaba la sensibilidad al acido
nalidixico para identificar las especies sensibles
como C. jejuniy C. coli, en este caso 63,6% de
las cepas de C. jejuni resultaron resistentes, lo
que no estuvo asociado ni con el biotipo ni con
el origen de la muestra. Tampoco hubo una ban-
da definida e identificada en la corrida electro-
forética que diferenciara esa caracteristica, como
lo hallaron Altwegg y col (2) al encontrar una
banda de 50 kD ausente en las cepas con resis-
tencia a este antibacteriano. La resistencia al
acido nalidixico no es plasmidica sino cromo-
sémica y es una emergencia de la resistencia
antibidtica a las fluoroquinolonas en cepas de
origen animal y humano registrada en la ultima
década (1).

De acuerdo a la bibliografia consultada, las
cepas de C. jejuniy C. coli muestran una eleva-
da relacién antigénica con varias proteinas con-
servadas. Existe una zona importante de bandas
al utilizar las células completas que se denomi-
na "outer membrane proteins" —OMPs— que se
restringe a una zona de entre 39 y 60 kD. Den-
tro de ella, existe un polipéptido mayor de 40-
45 kD denominada proteina e —porina— que cons-
tituye el 90% del OMPs y el 50% del total de pro-
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teina de la bacteria completa (21); cuatro protei-
nas menores constantes de 27-29, 35-40, 62-64
—flagelina—, y 72 kD y una menor variable de 70-
75 kD (13, 26). Es de destacar que la proteina e
se altera por diferentes condiciones de crecimien-
to e incubacién, por repetidos pasajes en medios
de cultivo o después de la infecciéon en modelos
de ratones o voluntarios humanos (21).

Si bien de las corridas de las proteinas de las
cepas de campilobacterias aisladas se pudieron
identificar bandas correspondientes a OMPs y la
proteina e, el andlisis numeérico computarizado es
el que permite evidenciar con méas precision las
diferencias entre grupos y subgrupos dentro de
este género bacteriano, mas aun teniendo una
base de datos de cada uno de los aislamientos
que se realicen, como referencia (21). EI méto-
do de electroforesis en geles de poliacrilamida
utilizando células completas resulta atractivo por
su simpleza y por su bajo costo, genera perfiles
estables y reproducibles atn en diferentes labo-
ratorios, lo que se contrapone con las discrepan-
cias obtenidas en la caracterizacion fenotipica
entre distintos operadores (17).

A pesar de no realizar un dendograma, en el
cual identificar las diferencias especificas entre
las bandas de la region hipervariable densa por
analisis numérico de las proteinas totales, se
pudieron establecer diferencias en las corridas de
proteinas de los aislamientos de fetos suinos
abortados y corroborar que a pesar de tener ca-
racteristicas idénticas en sus fenotipos y biotipos
las cepas aisladas mostraron diferencias en su
patrén proteico, hecho que corrobora la variabili-
dad de los tipos involucrados y que compromete
a un estudio mas exhaustivo de la epidemiologia
de este género bacteriano.
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