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RESUMEN

Se investig6 la prevalencia de Campylobacter spp. en 327 pacientes con diarrea y en 36 animales (perros,
gatos y pollos) que convivian con pacientes en los que se detectd este patdégeno; el estudio se llevo a
cabo en Santa Rosa, La Pampa, Argentina. Se aisl6 Campylobacter spp. en 50/327 pacientes y en 12/36
animales, Campylobacter jejuni fue la especie mas frecuente. Se detectd resistencia a ciprofloxacina
(65 %) y a tetraciclina (32 %) en una seleccion de 35 aislamientos de origen humano. En el andlisis por
electroforesis de campo pulsado de 13 aislamientos de C. jejuni se identificaron siete subtipos genéticos.
Dos subtipos agruparon aislamientos de pacientes y de sus respectivos perros, y un tercer subtipo agrupd
1 aislamiento humano y 2 de pollos de ese paciente. Si bien las aves son reconocidas como el principal
reservorio, es importante fortalecer la vigilancia de Campylobacter spp. en mascotas, las cuales pueden
ser portadores asintomaticos del patégeno.
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ABSTRACT

Campylobacter spp.: prevalence and pheno-genotypic characterization of isolates recovered from
patients suffering from diarrhea and their pets in La Pampa Province, Argentina. The prevalence of
Campylobacter spp. was investigated in 327 patients suffering from diarrhea and in 36 animals (dogs, cats
and chickens) owned by the patients that presented infection by Campylobacter in Santa Rosa, La Pampa,
Argentina. Campylobacter spp. was isolated in 50/327 patients and in 12/36 animals, being Campylobacter
jejuni the most common species. Resistance to ciprofloxacin (65 %) and tetracycline (32 %) was found
among 35 isolates of human origin studied. Seven genetic subtypes were observed among 13 C. jejuni
isolates by pulsed field gel electrophoresis. Two subtypes grouped isolates belonging to patients and
their respective dogs whereas another subtype grouped one isolate of human origin and two isolates from
the patient’s chickens. The results of this investigation highlight the need to strengthen surveillance of
Campylobacter spp. not only in poultry, which is recognized as the main reservoir, but also in pets, which
were shown to be asymptomatic carriers of the pathogen.
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La campilobacteriosis es una zoonosis de
distribucién mundial. Campylobacter spp. se
halla habitualmente como comensal del tracto
gastrointestinal de animales domésticos y salvajes,
entre los cuales las aves de corral constituyen el
principal reservorio y vehiculo de transmisién del

patégeno(1,6). Muchos casos de enteritishumana por
Campylobacter spp. han sido asociados al contacto
con animales o al consumo de agua contaminada,
de leche cruda o de alimentos de origen animal
parcialmente cocidos. Las especies termotolerantes,
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, son
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las mas frecuentemente aisladas en casos de
diarrea aguda en el hombre (6). En nuestro medio, la
distribucién de este microorganismo en el ambiente
y en otros huéspedes animales (mascotas) no ha
sido ampliamente estudiada (6, 8).

Entre los afios 2009 y 2010, Campylobacter spp.
fue reconocido como el principal agente etiolégico
en pacientes con diarrea en el Establecimiento
Asistencial “Dr. Lucio Molas” (datos no publicados).
A partir de estos antecedentes, se plantearon
como objetivos del presente trabajo conocer la
prevalencia de Campylobacter spp. como causal
de diarrea aguda en humanos y caracterizar feno-
genotipicamente los aislamientos recuperados
de muestras clinicas de origen humano y de aves
(pollos) y animales domésticos (perros y gatos)
que convivian con los pacientes infectados,
considerados estos Ultimos como posibles vias
de transmision del microorganismo. Este estudio
comprendid la poblacién de distintos barrios de
la ciudad de Santa Rosa (La Pampa, Argentina) y
fue de tipo descriptivo, de corte transversal. Desde
el 1 de octubre de 2010 hasta el 1 de octubre de
2011 se realizaron 327 coprocultivos de muestras
correspondientes a pacientes con diarrea aguda,
que concurrieron al Servicio de Bacteriologia del
Hospital “Dr. Lucio Molas”, previa consulta médica
y consignacién de datos filiatorios. El rango etario
de los pacientes estuvo comprendido entre 2
meses y 59 anos, el 61,7 % de ellos eran menores
de 4 anos.

Las muestras de materia fecal fueron procesadas
para la busqueda de enteropatdgenos bacterianos.
En aquellos pacientes con aislamiento positivo
para Campylobacter spp., se realizo una visita a las
viviendas, una encuestay posteriormente hisopados
rectales de mascotas y aves que compartian el
espacio fisico con los pacientes.

Las muestras de los pacientes y los hisopados de
origen animal se cultivaron en medio selectivo para
Campylobacter spp. (Campylosel Agar-bioMerieux,
Marcy/Etoile, Francia) y se incubaron en atmdsfera
de microaerofilia (GENbox microaer bioMeérieux)
durante 48 h a 42 °C. La identificacion presuntiva se
realiz6 mediante un examen en fresco de las colonias
aisladas y coloracion de Gram. Los aislamientos
se caracterizaron por pruebas bioquimicas
convencionales: catalasa, citocromo oxidasa,
hidrdlisis del indoxil acetato e hidrodlisis del hipurato
(5). Las especies identificadas fenotipicamente
fueron confirmadas por PCR multiple como C. jejuni
y C. coli, segun el protocolo de PCR de la Red WHO
Global Foodborne Infections Network América
del Sur (14). La extraccion de ADN se realizd por
hervido a partir de aislamientos caracterizados
fenotipicamente como C. jejuni y C. coli.
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Se determind la sensibilidad a los antimicrobianos
porelmétododedilucionenagarseguneldocumento
M45-A2 del CLSI; las drogas evaluadas fueron
eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacina, gentamicina
y nitrofurantoina (3). Para la interpretacion de
los resultados con las primeras tres drogas se
utilizaron los puntos de corte sugeridos en la
Tabla 4 del citado documento, mientras que para
la nitrofurantoina y la gentamicina, no incluidas en
dicha tabla, se utilizaron los puntos de corte para
Enterobacteriaceae de la Tabla 2A, M100-S22 (4),
como lo sugiere la literatura internacional. Por
consenso y en el marco del Programa Nacional de
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
WHONET - Grupo Campylobacter, se enviaron
al INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” los cinco
primeros aislamientos de cada mes de origen
humano; ademas, se remiti6 una seleccion de
aislamientos de origen animal vinculados con los
casos.

A fin de determinar la posible relacién genética
entre los aislamientos, se analizé una seleccién
de 13 aislamientos de C. jejuni y 2 de C. coli de
origen humano y/o provenientes de animales
con evidencia de contacto (Tabla 1). Se aplico el
protocoloestandarizadodeelectroforesisencampo
pulsado (PFGE) de la red PulseNet Internacional
con la enzima de restriccion Smal, considerada
como una técnica de poder discriminatorio para la
subtipificacion molecular de Campylobacter spp.
(11, 13). Los resultados obtenidos fueron analizados
usando el software BioNumerics v. 4.6 (Applied
Maths) y los dendrogramas se construyeron
aplicando el coeficiente de Dice, método UPGMA.
La interpretacién de los perfiles genéticos fue
realizada teniendo en cuenta la robustez de la
técnica de subtipificacion, la diversidad genética
del microorganismo en estudio, la prevalencia de
cada patrén en el pais y el contexto epidemiolégico
del estudio (2).

Con fines comparativos y de interpretacion de
resultados, los perfiles genéticos obtenidos se
compararon con aquellos ingresados en la Base
de Datos Nacional (BDN) de subtipos de C. jejuniy
C. coli. Esta base contiene informacién recopilada
desde elafio 2005 hasta2011 de casos esporadicos
y asociados a brote, y de aislamientos de origen
animal (aves) procedentes de diferentes provincias
argentinas, en el marco de la Red Nacional de
Diarreas y Patdgenos Bacterianos de Transmision
Alimentaria.

Se aisl6 Campylobacter spp. en 50 de 327
muestras de origen humano (15,2 %). Otros
enteropatoégenos identificados fueron Shigella spp.
(12,5 %), Salmonella spp. (8 %), Escherichia coli
enteropatégeno (EPEC) (2,4 %) y Escherichia coli
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Tabla 1. Seleccién de aislamientos de C. jejuni y C. coli de origen humano y animal analizados por PFGE

N.° Aislamiento Identificacion Fecha de aislamiento Origen Edad (afios)
324/10M C. jejuni 04/10/10 Humano 59
332/10@ C. jejuni 07/10/10 Humano 2
375/10@ C. jejuni 07/10/10 Animal (perro)

379/100 C. jejuni 10/11/10 Humano 2
376/100 C. jejuni 10/11/10 Animal (perro)
49/11¢ C. jejuni 01/02/11 Humano 1
51/11@ C. coli 02/02/11 Animal (perro)
116/110 C. jejuni 11/04/11 Humano 51
111/110 C. jejuni 14/04/11 Animal (pollo)
112/119 C. jejuni 14/04/11 Animal (pollo)
129/110 C. jejuni 25/04/11 Humano 4
130/11©® C. jejuni 25/04/11 Animal (perro)
143/110 C. coli 11/05/11 Humano 1
144/110 C. jejuni 11/05/11 Animal (gato)
145/110 C. jejuni 11/05/11 Animal (pollo)

(1) Este paciente tenia contacto con una mascota (perro), pero el aislamiento de origen animal no fue recuperable para el
andlisis por PFGE; (2), (3), (4), (5), (6), (7) cada numero agrupa aislamientos de origen humano y de sus respectivas mascotas

y/o pollos.

enterohemorragico (EHEC) (0,9 %). Las especies
de Campylobacter encontradas fueron C. jejuni (n
=48) y C. coli (n = 2). Los resultados de la prueba
de hidrdlisis del hipurato de dos aislamientos de
C. jejuni fueron de dificil interpretacion, pero su
identificaciéon fue confirmada por PCR. De los 50
pacientes cuyos aislamientos fueron positivos
para Campylobacter spp., 39 (78 %) eran menores
de 4 anos; 40 (80 %) tenian animales (perros,
gatos, pollos), 6 (12 %) no tenian animales y 4 (8
%) no pudieron ser encuestados. De 36 animales

hisopados se aislé Campylobacter spp. en 12
muestras (33,3 %); 11 de estas contenian C. jejuni
y la otra C. coli.

Se observé un 65 % deresistencia a ciprofloxacina
y un 32 % de resistencia a tetraciclina en los 35
aislamientos de origen humano analizados. No se
detectd resistencia a eritromicina, nitrofurantoina y
gentamicina (Tabla 2). Los aislamientos de origen
animal presentaron el mismo perfil de sensibilidad
que aquellos genéticamente relacionados de origen
humano (Figura 1).

Tabla 2. Perfil de sensibilidad a los antimicrobianos de aislamientos de C. jejuni y C. coli de origen humano (n = 35)

ATB % R CIM,, (ug/ml) CIM,, (ug/ml) Rango (ug/ml)
ERI om 0,5 2 0,25 -2
CIP 650 8 32 0,06 -32
TET 320 0,25 128 0,06 - 512
NIT 0@ 1 1 0,25 -2
GEN 0@ 0,5 0,5 0,25 1

ATB: antimicrobiano; ERI: eritromicina, CIP: ciprofloxacina, TET: tetraciclina, NIT: nitrofurantoina, GEN: gentamicina;
R: resistente segun, (1) los puntos de corte para Campylobacter spp. establecidos por el CLSI (3); (2) los puntos de corte para
Enterobacteriaceae establecidos por el CLSI (4). No se detectaron aislamientos con sensibilidad intermedia.
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Dendograma 1

Dice (Opt: 1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Smal

PFGE-Smal
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Perfil de Resistencia

Aislamiento Provincia  Origen Fecha aisl. Especie N° patrén CIP TET
Cj145/11 LaPampa ave 2011-05-11  C.jejuni ARDBRS16.0022 S S
Cj376/10 LaPampa canino 2010-11-10  C.jejuni ARDBRS16.0022 S S
e Cj379/10 LaPampa humano 2010-11-10  C.jejuni ARDBRS16.0022 S S

Cj49/11  LaPampa humano 2011-02-01 C.jejuni ARDBRS16.0104 R S
Cj375/10 LaPampa canino 2010-10-07 C.jejuni ARDBRS16.0130 R S
Cj324/10 LaPampa humano 2010-10-04 C.jejuni ARDBRS16.0132 R S
Cj129/11 LaPampa humano 2011-04-25 C.jejuni ARDBRS16.0128 R R
Cj130/11 LaPampa canino 2011-04-25 C.jejuni ARDBRS16.0128 R R
Cj111/11 LaPampa ave 2011-04-14  C.jejuni ARDBRS16.0080 R R
Cj112/11 LaPampa ave 2011-04-14  C.jejuni ARDBRS16.0080 R R
Cj116/11 LaPampa humano 2011-04-11 C.jejuni  ARDBRS16.0080 R R
Cj144/11  LaPampa felino 2011-05-11  C.jejuni ARDBRS16.0080 R R
Cj332/10 LaPampa humano 2010-10-07 C.jejuni ARDBRS16.0101 R S

Dendograma 2

Dice (Opt: 1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Smal PFGE-Smal

Perfil de
Resistencia
Aislamiento  Provincia Origen Fecha aisl. Especie Ne patrén CIP TET

60
80
100

Cc143/11 La Pampa humano 2011-05-11
Cc51/11 La Pampa canino 2011-02-02 C. coli

ARDBBS16.0018 R R
ARDBBS16.0029 S S

C. coli

Figura 1. Analisis de los patrones genéticos de aislamientos de C. jejuni (dendograma 1) y de C. coli (dendograma 2) de
origen humano y animal obtenidos por PFGE-Smal y perfiles de resistencia a antimicrobianos. Se indican con recuadros los
aislamientos de C. jejuni de origen humano y animal que fueron agrupados en clusters o grupos con idéntico perfil de PFGE.

CIP: ciprofloxacina, TET: tetraciclina, R: resistente, S: sensible.

En el analisis por PFGE-Smal de 13 aislamientos
de C. jejuni se identificaron siete subtipos genéticos.
Dos de los subtipos, denominados ARDBRS16.00128
y ARDBRS16.0022, agruparon aislamientos de un
paciente y de su correspondiente mascota (perro),
el patron ARDBRS16.022 agrupd, ademas, un
aislamiento recuperado de un ave no relacionada.
El subtipo ARDBRS16.0080 agrupé un aislamiento
de origen humano, dos de aves de dicho paciente
y uno de una mascota (gato) correspondiente a otro
paciente. Los restantes aislamientos presentaron
cuatro perfiles genéticos diferentes, dos de ellos con
mayor similitud al patrén ARDBR16.0022 (Figura 1).
Al comparar con la BDN, se observo que 2 de los 7
subtipos genéticos de C. jejuni, ARDBRS16.0022 y
ARDBRS.0080, habian sido determinados en otras
provincias de Argentina en aislamientos de origen

humano, en particular en Buenos Aires, Coérdoba,
Neuquén, Rio Negro y Santa Fe; estas tres ultimas
provincias eran las de mayor representacion dentro
de la BDN. Los dos aislamientos de C. coli mostraron
patrones de PFGE diferentes entre si, los que fueron
identificados anteriormente en aislamientos humanos
y de aves de otras provincias.

En el periodo analizado, Campylobacter spp. fue
el enteropatdogeno mas frecuentemente aislado en
los casos de diarrea del Hospital “Dr. Lucio Molas”.
La especie predominante fue C. jejuni, y los menores
de 4 afnos fue el grupo etario mas afectado. Estos
datos son comparables con los comunicados en
otros paises (1). La PCR multiple permitié confirmar
las especies de Campylobacter spp. caracterizadas
fenotipicamente y resulto Util para la identificacion de
aislamientos con resultados de dificil interpretacion
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en la prueba de hidrdlisis del hipurato (7).

Los altos porcentajes de resistencia a
ciprofloxacina y a tetraciclinas detectados coinciden
con los observados a nivel nacional (9). Otros
autores sugieren que los niveles de resistencia a
fluoroquinolonas podrian estar relacionados con el
uso de estos antimicrobianos en veterinaria (12). No
se detectaron aislamientos resistentes a eritromicina
ni a nitrofurantoina, mientras que en el resto del
pais se han informado muy bajos porcentajes de
resistencia a macrolidos (3 %) y no se ha registrado
resistencia a nitrofuranos (9). Sobre la base de
estos resultados preliminares, la eritromicina podria
utilizarse en nuestra poblacién como droga de
primera eleccién para el tratamiento de aquellas
diarreas graves por Campylobacter spp. que lo
requieran, en concordancia con informes de otras
partes del mundo (10, 12).

La relacion genética observada entre los
aislamientos de pacientes y de sus mascotas
sugiere la posible exposicién a una misma fuente
de infeccién a través de la alimentacién, o bien, la
transmision de C. jejuni entre los pacientes y sus
mascotas, como lo demostraron Wolfs et al. al
informar el primer caso comprobado genéticamente
de transmision de C. jejuni entre animales y seres
humanos (15). Laidentificacion de subtipos genéticos
de C. jejuni compartidos por distintos huéspedes y
encontrados en diferentes provincias y afios sugiere
la circulacion en el pais de aislamientos con potencial
de diseminacion y transmisibilidad entre distintos
huéspedes.

Estos resultados plantean la necesidad de
fortalecer la vigilancia y el control de Campylobacter
spp., considerando no solo el estudio de las aves
reconocidascomoprincipalreservorioanivelmundial,
sino también el de otros animales que podrian estar
en contacto con las personas, como las mascotas
(perros y gatos), ya que estas fueron evidenciadas
como portadores asintomaticos del patégeno. El
contacto con estos animales podria constituir un
factor de riesgo para la infeccién, agravado en zonas
con habitos higiénicos deficientes.

A partir de los hallazgos presentados, esimportante
promover la integraciéon de las areas de trabajo
de laboratorio, clinica humana y veterinaria, con el
objetivo de contar con estudios epidemioldgicos
completos de vigilancia e investigacion de brotes en
el pais, que permitan determinar fuentes de infeccion
y vias de transmision del microorganismo, para la
toma de medidas oportunas de prevencion y control.
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