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Introduccion y Objetivos

Pese a los avances tecnol 6gicos, las enfermedades transmitidas por alimentos
siguen siendo un serio problema de salud publica a nivel mundia. En las Ultimas
décadas se ha informado del aumento en el nimero de brotes y casos esporadicos de
infecciones alimentarias por Salmonella no typhi-paratyphi, representando en Espafia

la causa del 50% de los brotes de origen alimentario.

La salmonelosis no respeta fronteras en terminos de enfermedad humana y
de las enormes pérdidas econdmicas que acarrea, tanto para € sector sanitario como
para la industria alimentaria. La distribucion globa de los alimentos y e constante
movimiento de vigeros arededor del mundo facilita la oportunidad para ampliar la
diseminacion de patégenos, permitiendo la introduccion de nuevos serotipos de
Salmonella dentro de los limites geogréficos de los paises importadores.

La ubicuidad de las saimonelas en e medio natural y en varios sectores de la
industria agro-alimentaria subraya la importancia de estos patdgenos en la cadena
alimentaria'y su papel como agentes causantes de enfermedad humana, reflgjado en
el incremento del registro de brotes alimentarios por Salmonella, cada vez mayor,

frente a otras bacterias patdgenas

La mayoria de los casos de salmonelosis son causados por la ingestiéon de
alimento de origen animal contaminado. Entre los alimentos involucrados en €
aumento de la incidencia Salmonella, tanto en brotes como en casos esporadicos, se
encuentran la leche, los huevosy las carnes. De éstas, la carne de aves de corral es de
particular interés, siendo € pollo y sus derivados los més importantes. En Espafia se
ha observado un incremento constante y significativo de la presencia de Salmonella

en carne de pollo, como responsable de brotes en los Ultimos afios.

El origen de la contaminacién de la carne de pollo es variado. En las granjas
de aves ponedoras y reproductoras puede darse la transmision vertica de la
Salmonella desde los ovarios y oviductos de las gallinas a huevo (que también puede
contaminarse con material fecal), resultando los huevos contaminados en su exterior
y en su interior, en cuyo caso se obtienen pollos infectados en sus 6rganos internos,

que constituyen la fuente de infeccién para otras aves. Al mismo tiempo, a nivel de
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todo tipo de granjas, puede ocurrir la transmisién horizontal de la Salmonella, debido
al consumo de piensos contaminados y a la presencia de Salmonella en e medio de

crianzadel ave.

Por su parte, € transporte y sacrificio de las aves representa una situacion de
estrés para las mismas, produciéndose una bacteriemia que provoca un aumento del
porcentaje de animales infectados. En consecuencia la contaminacion del producto
final sera el reflgjo de la carga microbiana inicial de las aves, adquirida durante el
periodo crianza y de la adquirida durante €l transporte, sacrificio y procesamiento.
En la planta de procesado, puede darse la contaminacién cruzada de Salmonella, a
través de equipos y utensilios contaminados. El escaldado, la extraccion de las
plumas, la evisceracion y la separacién en menudillos son los puntos de mayor
transferencia de microorganismos, siendo a menudo mayor € nidmero de canales y
porciones procesadas contaminadas que € nimero de animales vivos que llegaron

infectados o contaminados a la planta para su sacrificio.

De los més de 2.000 serotipos conocidos de Salmonella, arededor de 10
constituyen la mayoria de los aislados en humanos cada afio. A pesar del aumento de
S enteritidis, S typhimurium es todavia, por si sola, la causa més frecuente de
gastroenteritis, bacteriemia y portadores asintomaticos en € mundo. Otros serotipos
comunes en humanos, son S. newport y S heidelberg, variando su frecuencia relativa
en € tiempo y segun la zona geogréfica. Los serotipos aislados con mayor frecuencia

en humanos, suelen corresponderse con los aislados en animales en un determinado

tiempo y espacio.

En Espafia, los aidamientos de Salmonella en alimentos, desde 1983 hasta
1996, muestran un persistente predominio de aislamientos en carne de aves, seguido
de los huevos, siendo los tres serotipo mas frecuentes el Enteritidis, Typhimurium y
Virchow, a igua que en muestras de origen humano ( casos esporadicos y brotes

familiares y comunitarios).

Para identificar diferencias méas alla del serotipo del microorganismo, se han

desarrollado técnicas de tipificacion bacteriana, que han ido evolucionado en forma
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progresiva. Existen métodos basados en las caracteristicas fenotipicas (fenotipicos) y
métodos basados en la diversidad gendmica entre grupos de aislamientos
(genatipicos), utilizandose ambos para la investigacion de brotes y para la vigilancia
epidemiol6gica. En la década de los noventa, sobre todo se ha avanzado en el estudio
molecular de la Salmonella, mediante la utilizacion de diversos métodos genotipicos,
como e andlisis de plasmidos, € andlisis con endonucleasa de restriccion y la

reaccion en cadena de la polimerasa.

Actualmente, algunos de estos métodos son utilizados en forma rutinaria,
mientras que otras siguen siendo del dominio de laboratorios de referencia, dado sus
costos, complgjidad, etc. Entre los métodos fenotipicos mas utilizados se encuentran
los patrones de susceptibilidad frente antimicrobianos y la determinacién de los
fagotipos, ambos de amplio uso como marcadores epidemioldgicos. Particularmente,
en el caso de investigacion de brotes causados por Salmonella, la identificacion de

fagotipos es una técnica de tipificacion fiable.

Los métodos genotipicas nos permiten clasificar cepas muy relacionadas, o
diferenciar aislamientos epidemioldgicamente divergentes, de éstos, el andlisis de
macrorrestriccion mediante la el ectroforesis en campo pulsado (PFGE) es una de los

més utilizados en el estudio molecular de la Salmonella.

Estas técnicas han sido aplicadas para la investigacion de la transmision de
Salmonella desde una fuente comun (confirmando la importancia de la diseminacién
de Salmonella de los animales al hombre), para la determinacion de la extension de

un brote y parala evaluacion de medidas preventivas.

También han sido aplicadas al estudio de la transmision de las resistencias a
antimicrobianos entre las salmonelas y a estudio de las consecuencias del uso de
antibidticos en la aimentacion animal, problemas de gran interés en la actualidad,
debido a que € mal uso dado a los antibidticos durante los Ultimos 50 afios, ha
provocado una enorme presion en los microorganismos para la seleccion de

resistencias y las salmonelas no son la excepcion.
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La practica de administrar agentes antimicrobianos a humanos y a animales
para tratar infecciones y, en estos Ultimos, administrarlos a concentraciones
subterapéuticas en los piensos (permitido desde 1950) para promover su crecimiento
y prevenir enfermedades, a menudo esta asociada al desarrollo de microorganismos
multiresistentes a antimicrobianos, pudiéndose transferir estas resistencias entre las

diferentes bacterias y de los animales al hombre.

Por estas razones, las infecciones causadas por Salmonella resistente a
antimicrobianos estéan aumentando y se han convertido en un problema con grandes
implicaciones de interés para la salud publica, ya que a aumentar la frecuencia de
resistencias a antimicrobianos, en especia a los de uso en humanos, se reducen las
posibilidades terapelticas para infecciones graves. De ahi la importancia de enfatizar
sobre la necesidad de hacer uso prudente de los antimicrobianos, tanto en los

humanos como en los animales.

Ante la dituacion de las infecciones por Salmonella en humanos nivel
nacional e internacional, en la que la carne de pollo es uno de los alimentos
implicados con mayor frecuencia'y considerando tanto el papel que juega el mercado
de exportacion e importacion de alimentos para la introduccién de nuevos serotipos
en un determinado espacio geografico, como € incremento observado en la aparicién
de cepas de Salmonella, de origen humano, resistentes a diversos antimicrobianos
nos planteamos la realizacion de este estudio, analizando muestras de pollo
importado para e consumo humano en la isla de Tenerife, siendo nuestros objetivos

los siguientes:

Conocer la frecuencia de aidamiento de Salmonella spp. en pollos de

importacion para el consumo humano en laisla de Tenerife

Determinar la frecuencia de aislamiento de Salmonella spp. segun € pais de
procedencia de las muestras

Determinar la frecuencia de aisamiento de Salmonella spp. segun € tipo de

muestra estudiada (musl os, pechugas, enteros)

-1V -
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Determinar la frecuencia de aislamiento de Salmonella spp. a partir de la piel y

carne, y en los casos en que se aisla en ambos tegjidos simultdneamente

Identificar los serotipos mas frecuentes de Salmonella, en € total de muestras y

por paises

Identificar los fagotipos de Salmonella de los serotipos més frecuentes.

Caracterizar por un método gendémico de tipificacion los aislados de Salmonella.

Ensayar la susceptibilidad in vitro de los aislados de Salmonella a diversos

antimicrobianos.
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Revision y Antecedentes

l.1. HISTORIA

En 1813, Petit y Serres caracterizan la fiebre tifoidea antes de la era de la
bacteriologia, sobre la base de los signos clinicos y de las lesiones ulcerosas del
intestino (Le Minor, 1982).

En Paris, un poco mas tarde en 1829 P. Ch. A. Louis diferencia la fiebre
tifoidea de otras fiebres como la del tifus con la que era confundida, basandose en la
presencia de nddulos linféticos intestinales y la patologia esplénica. Ademas,
describe €l fendmeno de las manchas rosa, la perforacion intestina y las hemorragias
(Louis, 1829). También este afio Bretonneau demuestra la contagiosidad de la fiebre
tifoidea (Avril et a., 1992).

Por su parte, en Inglaterraen e afio 1850 William Jenner distingue la tifoidea
basdndose en la evidencia patolégica del engrosamiento de las placas de Peyer y de
los nédulos linféticos mesentéricos, resaltando que ataques previos de fiebre tifoidea
protegian de ataques subsecuentes, mientras que en el caso del tifus no sucedia lo
mismo (Jenner, 1850).

Seis afios después (1856), Budd describe la naturaleza infecciosa de la fiebre
tifoidea de acuerdo a datos epidemioldgicos, sugiriendo que la transmision de la
enfermedad ocurria a través del agua contaminada con desechos, y que la fuente del

agente infeccioso eran las heces humanas (Freeman, 1983).

Posteriormente, en 1868 Pettenkoffer pone en evidencia € rol de la ingestion
de agua en la diseminacién (Le Minor, 1982). Al afio siguiente, Wilson propone el
termino fiebre entérica como adternativa a de fiebre tifoidea, sefidando la

localizacién anatdmica de la infeccion (Wilson, 1881).

En 1880, Eberth estudiando € bazo y ganglios linfaticos de enfermos
falecidos de fiebre tifoidea, descubre un bacilo gram-negativo que cuatro afios mas

tarde, Gaffky, logra aidar y cultivar denominandole Bacillus typhosus (Moustardier,

-1-
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1976; Le Minor, 1977, Del Rio Mapelli et a., 1980; Freeman,1983; Joklik et al.,
1986).

Cinco afnos después en 1885, Salmon y Smith descubren e Bacillus cholerae-
suis durante una epidemia de cllera porcino describiéndole, erréneamente, como
agente etiologico de la citada enfermedad (Pedro-Pons et al., 1975; Moustardier,
1976; Gémez Lus, 1980; Freeman, 1983; Joklik et al., 1986). A Daniel Elmer
Salmon (1850-1914), patélogo veterinario americano, debe su nombre este género
(Smith, 1977).

En 1888, Gartner aisay cultiva Bacillus enteritidis del bazo de un paciente
fallecido en e curso de una infeccién alimentaria de origen carnico (Moustardier,
1976; Gomez Lus, 1980; Freeman, 1983), conociéndose este microorganismo con €l
nombre de Bacilo de Géartner en la literatura antigua. Al afio siguiente, Klein aida
Bacillus gallinarum durante un proceso epidémico de tifus aviar. (Moustardier,
1976). Mientras que en un brote tifico aparecido en ratones de laboratorio en 1892,
L oeffler aisla Bacillus typhimurium (Gémez Lus, 1980; Difco, 1984).

En 1896 Widal demuestra que e suero de enfermos afectos de fiebre tifoidea
aglutinaba los cultivos vivos de Bacillus typhosus, sentando las bases para €
serodiagnéstico (Pedro-Pons et d., 1975; Ferron, 1989). Este mismo afio, Achard y
Bensaude, aislan de dos enfermos con fiebre tifoidea un bacilo semeante a descrito
por Eberth, capaz de aglutinar con el suero del propio paciente pero no con el
antitifico. Estos autores denominaron paratificos a los gérmenes y paratifoidea a la
enfermedad (Pedro-Pons et a., 1975; Del Rio Mapelli et al., 1980). Por su parte,
Pffeifer y Kalle producian la primera vacuna contra la fiebre tifoidea con

organismos muertos por calor. (Pffeifer y Kalle, 1896).

Tres afios después en 1899, Gwyn aisla un bacilo semejante a descrito afios
atrés por Achard y Bensaude (Moustardier, 1976). Finalmente, es en 1900 cuando
Schottmuller consigue diferenciar €l bacilo paratifoso de Achard y Bensaude, del
bacilo de Gwyn, denominandoles respectivamente Bacillus paratyphosus A y B
(Gomez Lus, 1980; Joklik et a., 1986).
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Por esta misma fecha, Rettger aida Bacillus pullorum de una epidemia de
diarrea blanca en pollos (Moustardier, 1976) y Lignieres propone que se denominen
Salmonella a estos microorganismos en honor a D.E. Salmon, bacteridlogo

norteamericano (L Opez-Brea, 1980).

En 1902, Castellani aplica el método de absorcion de aglutininas a analisis
antigénico de las samonelas, en particular al estudio de los antigenos somaticos y
flagelares (Le Minor, 1982). Un afno después, Smith y Reagh describen los
antigenos sométicos y flagelares, € primero asociado con la substancia celular y €

segundo con los flagelos (Freeman, 1983).

Varios afios mas tarde, en 1917 Felix y Well denominan a los antigenos
somético y flagelar como antigenos Oy H, respectivamente. Hirschfield identifica
un bacilo con caracteristicas semejantes a Salmonella paratyphi B que no era
aglutinable con el antisuero correspondiente pero si con el suero del propio enfermo.
Le denomind Salmonella hirschfieldii (Pedro-Pons, 1975).

A partir de 1920, con el desarrollo de las técnicas de andlisis de antigenos, y su aplicacién a
estos organismos se comenzaron a describir (aln se siguen describiendo), numerosos tipos de

Salmonella que pueden diferenciarse por técnicas de serologia (Freeman, et al., 1983).

Andrews, en 1922, demuestra que los antigenos flagelares pueden existir en un

mismo cultivo bagjo sus dos diferentes formas (Le Minor, 1982).

A los tres afios, en 1925 White sienta las bases de una clasificacion basada en
la identificacion de los factores antigénicos, trabajo que posteriormente fue
completado por Kauffman en 1930 (Avril et al., 1992). Dos afos después Bur nett

realizalos primeros estudios sobre lisogeniaen Salmonella.

Felix y Pitt describen el antigeno Vi en 1934, describiendo que su presencia
puede enmascarar la capacidad de aglutinacién del antigeno O. Con €llo se trazan las
bases del andlisis antigénico (Le Minor, 1982; Gotz y Juchems, 1983; Ferron, 1989).
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Posteriormente, en 1936, Craigie y Yen establecieron €l sistema de fagotipia
de Salmonella, utilizando €l fago Vi Il paralisar cepas de Salmonella typhi (Linberh
y Le Minor, 1984).

Caldwell y Ryerson aislan Salmonella arizonae del tracto intestinal de reptiles
en 1939 (Moustardier, 1976; Le Minor et al., 1982a; Le Minor et al., 1982b). En €
mismo ano, Reilly demuestra el rol del sistema neurovegetativo en la patogenia de la
fiebre tifoidea (Avril et a., 1992).

A partir del Sreptomyces venezuelae se obtiene el Cloramfenicol en 1943.
Poco después, Woodward y Shadel, lo utilizan para combatir la fiebre tifoides,
pasando a ser desde entonces €l tratamiento de eleccion para esta enfermedad durante
muchos afios (Pedro-Pons, 1975; (Hornick, 1982; Velasco et a., 1982).

En cuanto a desarrollo en los procedimientos para detectar Salmonella en
alimentos se puede sefidar que en e periodo comprendido entre 1920 y 1950 es
cuando se producen los mayores avances. Hasta esa fecha los métodos utilizados
para detectar Salmonella en alimentos seguian siendo los mismos que se usaban para
muestras clinicas. Dos factores hacian aparente la necesidad de desarrollar nuevos
métodos para el procesamiento de alimentos. En primer lugar, usualmente € nivel de
Salmonella es mucho menor en alimentos contaminados que en muestras clinicas; y
por tanto el método tendria que ser més sensible para poder recuperarla. En segundo
lugar, a diferencia de la Salmonella procedente de muestras clinicas, los
microorgani Smos que sobreviven en alimentos, sobre todo en los procesados, pueden
estar estresados, debilitados o lesionados. Estas células dafiadas deben ser
resuscitadas o restablecidas a sus condiciones fisiol 6gicas antes de que puedan crecer

en € laboratorio.

Durante este periodo son introducidos dos medios de enriquecimiento
selectivo, los caldos de selenito y tetrationato. Pasando éste Ultimo por una serie de
modificaciones. También es introducido €l agar sulfito bismuto. Todos siguen siendo
usados hoy en dia (Andrews, 1995).
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En 1950, se describen las primeras resistencias al Cloramfenicol (OMS,1978).
Este mismo afio Zinder y Lederberg usando S typhimurium descubren la
transduccién genética, transferencia de informacidn genética de una célula a otra por
una particula viral, € bacteriéfago P22. Como resultado de este trabajo inicial se
desarrollo la sofisticada genética de la S typhimurium, de la que se tiene un mapa
cromosomico que es € segundo después de E. coli en detalle e informacion (Zinder y
Lederberg, 1952).

Durante la década de los cincuenta se formula el caldo de Rappaport, €l caldo
de sdenito sufre diversas modificaciones y muchos de los otros caldos de
enriquecimiento selectivo y agares son modificados por adiccion de suplementos
como antibidticos, sulfas, surfactantes, factores de crecimiento, colorantes y sales

inorganicas (Andrews, 1995).

Ademés, por estas fechas se realizan los primeros estudios comparativos de
diferentes caldos de enriquecimiento selectivo y agares para la recuperacion de
Salmonella a partir de muestras clinicas y de alimentos, incubandose los caldos a
temperaturas superiores a la normal (35°-37°C) para reducir €l sobrecrecimiento de

competidores (Andrews, 1995).

En los afios siguientes, década de los sesenta, se recomienda € uso del caldo
lactosado, y son introducidos e agar Hektoen Entérico (HEA) y e agar Xilosa
Lisina-Desoxicolato (XLD). En 1967, se redliza e clasico estudio colaborativo para
validar los métodos de cultivo convencionales, 25 afios después (1992) sus

resultados fueron comparados con pruebas de diagnostico rgpido ( Andrews, 1995).

Este periodo de los afios sesenta es € incio de la denominada “ Edad de Oro”
de los estudios comparativos, |os cuales determinaban la efectividad de varios caldos
de enriquecimiento y placas de agar. Estos estudios continuan su ascenso hasta los
anos setenta, preocupandose de los efectos de factores como la temperatura y €
tiempo de incubacion, e pre-enriquecimiento y € enrigquecimiento selectivo, €

medio aerébico o anaerébico, el tamario de la muestra, el volumen de subcultivo del
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medio de pre-enriquecimiento al medio de enriquecimiento selectivo, y e uso de

surfactantes.

Ademéas de estos estudios, generamente, realizados en laboratorios
individuales se comienza tanto en Estados Unidos como en Europa la redizacién de

varios trabaj os comparativos sobre aspectos referentes al método de cultivo.

En esta era de |os estudios comparativos, era bastante frecuente que diferentes
investigadores obtuvieran diversos resultados a comparar los mismos medios de
enriquecimiento selectivo, agares selectivos o temperaturas de incubacion. Los

responsables de estas discrepancias serian al menos uno de los siguientes factores:

- Lavariabilidad inherente a diferentes tipos de alimentos

- Distintos niveles de contaminacién por Salmonella o diferentes rangos

de Salmonella/coliformes en los alimentos

- Uso de cultivos puros
- Uso de alimentos contaminados de forma natural o artificia

- Modificaciones del medio original, periodo o temperatura de

incubacion

- Diferencias en la preparacion y almacenamiento del medio

- Diversas interpretaciones por los analistas de resultados de pruebas

subjetivas.

Durante los afios setenta se hacen intentos para desarrollar y validar métodos
rapidos. Para hacer e método de cultivo mas rdpido, los periodos de 24 horas de
incubacion para pre-enriquecimiento y enriquecimiento selectivo se redujeron a 6-8
horas 0 menos. Se combina pre-enriquecimiento y enriquecimiento selectivo en un

solo paso de 24 horas, enriqueciendo € alimento en un medio basal no selectivo
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durante unas pocas horas, afiadiendo posteriormente los agentes necesarios para

hacerlo selectivo.

También en los afos setenta, es modificado por Vassiliadis e medio de
enriquecimiento  selectivo original de Rappaport y se hacen numerosas

investigaciones referentes a la naturaleza del dafio y reparacion celular.

En 1973, Ames y colaboradores desarrollaron € Test de Ames usando
mutantes auxotroficos de S. typhimurium para probar la actividad mutagénica de
compuestos quimicos (Ames et al., 1973).

La técnica de anticuerpos fluorescentes es e primer método validado para la
deteccion rgpida de Salmonella por la Asociacion Oficial de Quimica Analitica,
Administracion de Alimentos y Drogas de Estados Unidos en 1975 (AOAC/FDA).

En 1978, los sistemas API 20, Enterotubo y Minitek son los primeros equipos
de pruebas aprobados por la AOAC para la identificacion rdpida de aislamientos

presuntivos de Salmonella.

La década de los ochenta puede ser descrita como la “ era de las pruebas de
estuche”. La AOAC ha descrito la prueba de estuche fest kit) como un sistema
empaquetado que contiene los componentes claves para un particular método,
pudiéndo identificar una 0 més anditicas en una métriz o matrices dadas.
Generalmente, estos componentes claves son propiedad y vienen preparados por €l
fabricante del estuche. En estos afios se validan estuches para la identificacion
bioquimica rapida de Salmonella, y ademéas se validan numerosos estuches para
deteccion de Salmonella basados en filtracion de membrana, enzimo-inmunoensayo,
hibridizacion del ADN e inmunodifusion. También se desarrollan varias sondas

genéticas para Salmonella.

En la década de los noventa ha continuado la validacion de los estuches y de
los métodos de instrumentacion rapida. Se ha avanzado en € estudio molecular de la

Salmonella mediante la utilizacion de diferentes métodos gendtipicos tales como:
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perfiles de plasmidicos (PP), andlisis de endonucleasa de restriccion del ADN

cromosdmico (REA) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Estas técnicas han sido aplicadas a la investigacion de la transmision de
Salmonella desde una fuente comun, confirmando, por gjemplo, la importancia de la
diseminacion de Salmonella desde los animaes a hombre; también han sido
aplicadas a estudios de la transmision de resistencia a antimicrobianos entre las
salmonelas; estudio de las consecuencias del uso de antibidticos en la alimentacion
de animales; determinacion de la extension de un brote y evaluacion de medidas

preventivas.

El seguimiento de las saimonelas por técnicas moleculares esta permitiendo
conocer con sufiente especificidad la identificacion de clonas de microorganismos a
las que se les puede seguir la pista en e tiempo y en € espacio. Asi también, nos
estdn permitiendo conocer la continua evolucion que sufren las cepas en la
naturaleza, cambios que, por gemplo, se reflgan en su lisogenia, bioguimica y
contenido de ADN, lo que esta siendo aprovechado por los epidemidlogos para
defender hipdtesis que no pueden ser probadas facilmente por la epidemiologia
tradicional o por otras técnicas de laboratorio (Tacket, 1989; Gray et al., 1995).
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[.2. TAXONOMIA
Familia: Enterobacteriaceae
Tribu: Salmonellae

Género: Salmondla

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bastoncillos rectos,
gram-negativos, la mayoria de ellos moviles, aunque puede haber agunas cepas que
no lo son Ghigella y Klebsidlla) y variantes inmoviles de especies moviles. Las
especies moviles poseen flagelos peritricos, que los diferencian de los miembros de
la familia Pseudomonadaceae, que tienen flagelos polares. Algunas cepas de
Salmonella, Shigella, Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Proteus poseen
fimbrias o pelillos. Estos Ultimos no son 6rganos de locomocion, son
considerablemente méas pequefios que los flagelos y no tienen relacion antigénica con

dlos.

Todas las especies fermentan la glucosa, son catalasa positiva y oxidasa
negativa. Crecen bien en los medios de cultivo ordinarios y se encuentran formas
aerogenas y anaerogenas. Es caracteristica de algunos géneros la ausencia de gas en
la fermentacion de los hidratos de carbono. Por lo genera, los nitratos son reducidos
a nitrito. No se produce la reaccion de la indofenol-oxidasa, ni la licuefaccion del

alginato. El pectato Unicamente es licuado por miembros del género Pectobacterium.

La familia esta compuesta por un grupo grande y diverso de
microorganismos, estrechamente relacionados, con diferente estructura antigénica y
propiedades bioquimicas. Los géneros, dentro de la familia se han establecido,
principalmente, sobre la base de las caracteristicas bioquimicas, mientras que las
especies originales, muchos de cuyos nombres se mantienen, lo fueron sobre bases

biogquimicas y ecoldgicas.

La complgjidad antigénica de estas bacterias llevo a desarrollo, de esquemas

antigénicos, elaborados segin e esguema propuesto por Kauffman-White para
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Salmonella, en e cual se mencionan numerosos serotipos. Muchos de estos serotipos

son bioquimicamente similares y solo pueden diferenciarse por métodos serol 6gicos.

L as enterobacterias son organismos ubicuos que se encuentran en el suelo, €
aguay la vegetacion, y forman parte de la flora intestina normal de la mayoria de los
animales, incluyendo los humanos (Gray et al., 1995). Habitan, principamente, en el
tracto gastro-intestinal del hombre y de otros animales, de ali e nombre de lafamilia
a la que pertenecen. Muchos son parasitos, otros saprofitos. Las especies patdgenas
para e hombre producen infecciones entéricas y septicémicas, por ello es interesante

el poder efectuar una identificacion relativamente répida de las mismas.

Para esto se han desarrollado determinados medios de cultivo que facilitan el
aislamiento e identificacion de los patdégenos (Finegold y Martin, 1983). Uno de
estos medios es e Triple AzGcar Hierro (Kliger, TSI, KIA), llamado asi por llevar
tres azlicares. glucosa, lactosa, sacarosa, un indicador de pH (rojo fenol); y sulfato

ferroso para demostrar la produccion del SH, (ennegrecimiento).

La familia Enterobacteriaceae esta subdividida en ocho grupos entéricos
(aidlados con &filiacion de género no definida), dentro de los que se han descrito 27
géneros. Estos géneros se han clasificado sobre la base de homologia del ADN,
propiedades bioguimicas, reacciones seroldgicas, susceptibilidad a bacteriofagos
especificos de género y especie y patrones de susceptibilidad a los antibiéticos (Gray
et al., 1995).

La Tribu Salmonellae esta compuesta por los géneros Salmonella, Arizona y
Citrobacter. El género Salmonella agrupa a més de 2.200 serotipos diferentes, alin se
continlan describiendo, comprendidos dentro de una Unica especie Salmonella
enterica compuesta por siete subespecies que se corresponden con los cuatro
subgéneros descritos por Kauffman (Vassiliadis et al., 1974; Papadakis et a., 1975;
Burthandt et a., 1981; Shazaki et a., 1981; Le Minor y Bockemuhl, 1983; Tamura et
al., 1983; Avril et a., 1995). Las diferentes subespecies son:
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- subespecie |: Salmonella enterica subespecie enterica

- subespecie I1: Salmonella enterica subespecie salamae

- subespecie Illa: Salmonella enterica subespecie arizonae

- subespecie I11b: Salmonella enterica subespecie diarizonae
- subespecie IV: Salmonella enterica subespecie houtenae

- subespecie V: Salmonella enterica subespecie bongori

- subespecie VI: Salmonella enterica subespecieindica

La mayoria de ellas se denominan errbneamente especies, si bien este término
es aceptado con fines précticos debido a su amplia difusién en clinica. Estas sub-
especies también son denominadas serovares o serogrupos basandose en sus
congtituyentes antigénicos (O, Hy Vi). La sub-especie | representa a 99,5% de todos

los aislados patdgenos de Salmonella.

Sin embargo, hay que decir que son diversas las clasificaciones utilizadas por
los bacteridlogos y estas obedecen a una serie de propiedades bioquimicas,
antigénicas, etc., comunes a determinadas cepas. Los esquemas claisficatorios mas
utilizados son:

- Clasificacion de Kauffman

- Clasificacion de Edwards y Ewing

- Clasificacion de Kauffman-White

- Clasificacion de Le Minor, Veron y Popoff
- Clasificacion Ecolégica

- Otras clasificaciones
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|.2.1. CLASIFICACION DE KAUFFMAN

Kauffman divide al género Salmonella en cuatro subgéneros, obedeciendo a las
caracteristicas bioquimicas que presentan las diferentes Salmonellae. Los caracteres
bioquimicos empleados por este autor para su explicacion se exponen en la Tabla 1
(Le Minor et a., 1982a; Le Minor, 1984).

En & subgénero | se incluye la mayoria de las cepas patdgenas para € hombre y
animales de sangre caliente. Se han denominado serotipos 0 “especies’. Los
subgéneros I, 111 y IV suelen encontrarse en animales de sangre fria, donde se
comportan como comensales o flora sapréfita. Algunos de elos han recibido
nombres; otros se conocen solo por su férmula antigénica. El subgénero 111 incluye
los organismos conocidos como grupo arizonae (Gémez Lus, 1980; Collinsy Lyme,
1989). El subgenero IV contiene serotipos raros, recibiendo denominacion solo

algunosdeellos.

Tabla 1. Car acteres bioquimicos diferenciales para la Clasificaciéon de
Salmonella segiin Kauffman

Carécteres| Subgénero | Subgénero | Subgénero | Subgénero
I [ 1 v
Dulcitol + + - -
Lactosa - - +/X -
ONPG - -IX + -
Salicina - - - +
d-tartrato + -IX -IX -IX
Mucato + + d -
Malonato - + + -
Gelatinasa - + + +
KCN - - - +

X = tardia e irregularmente positiva.

D = diferentes tipos de reacciones.
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|.2.2. CLASIFICACION DE EDWARDSY EWING

También basada en las propiedades bioguimicas de Salmonella, reconoce

exclusivamente tres especies.

- S cholerasuis (especie tipo)
- S typhi

- S enteritidis

Con excepcion de las dos primeras, a resto de las Salmonellae las considera
serotipos de S. enteritidis (Gomez Lus, 1980; Harvey y Price, 1981; Benzanson et d.,
1983).

A diferencia de la anterior clasificacion, ésta considera Arizona como un
género aparte de Salmonella, y Arizona hinshawii como la especie tipo. Los

caracteres bioguimicos segun esta clasificacion se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteres bioguimicos diferenciales para la Clasificacion de
Salmonella segiin Edwardsy Ewing

Car acteres S. choleraesuis S. typhi S. enteritidis
Sulfidrico (KIA) +0- + +
Citrato de Simmons (+) - +
Ornitina + - +
Gas (glucosa) + - +
Dulcitol D D +
Inositol - - d
Trehaosa - + +
Arabinosa - - +
Ramnosa + - +
Celobiosa - D (+)
Mucato - - +0-

+ 0- = Muchos cultivos positivos, algunas cepas negativas

(+) = Positiva después de 3 0 masdias
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|.2.3. CLASIFICACION DE KAUFFMAN-WHITE

Debido a la complgiidad antigénica de los bacilos pertenecientes a género
Salmonella, Kauffman y White, reunieron con fines précticos en grupos o
serogrupos, a salmonelas con un factor particular en comun, considerado como
caracteristico de ese grupo. Desarrollando de esta manera un sistema para diferenciar
una amplia variedad de serotipos por pruebas exhaustivas de adsorcion cruzaday de
reaccion cruzada (Falkow y Mekalanos, 1996). Asi, por gemplo se sabe que: €
factor “ O 2 caracteriza al Serogrupo A y € factor “O” 4 caracterizaa Serogrupo B.

Si bien ciertos factores “ O” son caracteristicos de un Serogrupo, por €l contrario,
otros son menos especificos y pueden encontrarse en varios Serogrupos, dando lugar
a reacciones cruzadas. Tal es e caso del factor “O” 12, que lo poseen, por citar un

gemplo, todas las salmonelas de los Serogrupos A, B y D.

El esquema de Kauffman-White representa alos microorganismos por nimerosy letras asignadas
a los diferentes antigenos: O (somético), Vi (capsular) y H (flagelar); indicando solo aguellos
antigenos de importancia diagnostica y no el registro completo del complejo antigénico (Le Minor,
1984). De esta forma se agrupan a todas las salmonelas de acuerdo a su estructura antigénica,
guedando determinada toda una serie de férmulas para los serotipos. Salvo raras excepciones a cada

formulale corresponde un serotipo (Perea, 1983; Le Minor, 1984; Pumarola, 1984).

Laférmula antigénica, por gjemplo, S. typhi 9,12, [Vi].d:- significa que esta bacteria posee los
factores O:9 mayor y 12 accesorio, que puede poseer el antigeno Vi, indicado entre corchetes. Los dos
puntos separan los antigenos somatico y capsular de los flagelares; en este caso el antigeno flagelar de
fase 1:d y no posee antigeno flagelar de fase 2, lo que seindicacon el guidn al final delaférmula. (Le
Minor, 1984). Algunas férmulas antigénicas de serotipos aislados con frecuencia se pueden observar
enlaTabla3.
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Tabla 3. Férmulas antigénicas de algunos ser otipos de Salmonella segin la Clasificacion de

Kauffman-White

Ser ogrupo Serotipo Antigeno Antigeno Antigeno“ H”
gel “Vi” Fasel fase?2

A S. paratyphi A 1,212 - a -

B S. paratyphi B 1,4, (5),12 - b 1,2
S. typhimurium 1,4,(5),12 - i 1,2
S heidelberg 1,4,(5),12 r 12

C1 S. paratyphi C 6,7 + c 1,5
S.infantis 6, 7 - k 1,5
S. thompson 6,7 - r 1,2
S. virchow 6, 7 - r 1,2

C2 S. newport 6, 8 - r 1,5
S.bovismorbificans 6, 8 - r 1,5
S. hadar 6, 8 - z10 e,n,x

D S. typhi 9,12 + d -
S. enteritidis 1,912 - g m -

E S. anatum 3,10 - eh 1,6
S london 310 - I,v 1,7

G2 S. worthington 1,13,23 - z I,w
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|.2.4. CLASIFICACION DE LE MINOR, VERON y POPOFF

Aplicando taxonomia numérica a los caracteres fenotipicos y gendémicos (hibridacion
ADN/ADN) de Salmonella, estos autores han demostrado que el género no comprende mas de una

especie, para ellos Salmonella choleraesuis, con seis subespecies (Le Minor, 1984):

- Subespecie choleraesuis, correspondiente al Subgénero | de Kauffman

- Subespecie salamae, correspondiente al Subgénero 11 de Kauffman
Subespecie arizonae, correspondiente alos serotipos monofasicos del Subgénero 111 de Kauffman
Subespecie diarizonae, que corresponde a los serotipos difasicos del Subgénero |11 de Kauffman

- Subespecie houtenae, correspondiente al Subgénero IV de Kauffman
Subespecie bongori, compuesta por las cepas que son dulcitol, betagalactosidasa y sales de cianuro

positivas
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1.2.5. CLASIFICACION ECOLOGICA

Esta basada en |a preferencia por determinados hospedadores y la capacidad de adaptacion que

presentan | os serotipos (Perea, 1983):

- Grupo 1: Serotipos muy adaptados a hombre: S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi By S.
paratyphi C. Estas salmonelas tienen como reservorio Unico al hombre y, excepcional mente, afectan

algun animal.

- Grupo 2: Serotipos muy adaptados a hospedadores especificos no humanos. Son serotipos
adaptados a diferentes especies animales, tal como es el caso de S. gallinarum, y S. pullorum (gallinas
y pollos), S. dublin (vacas), etc. Algunas suelen producir infecciones en humanos y requieren un gran

indculo paratener capacidad infectante.

- Grupo 3: Serotipos no adaptados a hospedadores especificos. Comprende mas de 2.000
serotipos de amplia distribucién en la naturaleza y que producen por lo general cuadros
gastroentéricos de corta duracién. Rara vez dan lugar a bacteriemias. Suelen ser responsables de mas

de un 80% de las infecciones por Salmonella.
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[.2.6. OTRASCLASIFICACIONES

Con fines epidemioldgicos, los serotipos de Salmonella pueden ser divididos segin se
empleen, métodos fenotipicos 0 métodos genotipicos. En el caso de los fenotipicos los aislados
pueden ser subdivididos en: biotipos, bacteriocinotipo, antibiotipos y fagotipos y en el caso de los
genctipicos en: perfiles plasmidicos, patrones de restriccion, ribotipos, etc. Cada uno de estos

métodos sera descrito méas adelante en el apartado referente al diagndéstico.
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|.2.7. EVOLUCION DE LA NOMENCLATURA

Los nombres dados a Salmonella no han seguido las normas usudes de la
nomenclatura. Al comienzo, y siguiendo € principio de la nomenclatura linneana, €l
nombre se formaba asociando la enfermedad con el origen zoolégico (Frobisher,
1978; Fakow y Mekalanos, 1996). Asi, por gemplo, el microorganismo responsable

del proceso tifoideo en roedores recibié € nombre de S. typhimurium.

Esta forma de denominar las nuevas “ especies’ fue abandonada puesto que €
nombre asignado a microorganismo deaba suponer una especificidad de
hospedador, 1o cual no siempre era cierto (LOpez-Brea, 1980; Le Minor et a.,
1982b).

Cuando Kauffman subdivide e género Salmonella en cuatro subgéneros no
les asigna ningln nombre especial. Los serotipos pertenecientes a cada uno de estos
subgeéneros recibirdn un nombre en funcion de su formula antigénica y siguiendo el

esguema establecido por Kauffman y White.

En 1.966, e Subcomité de Enterobacteriaceae, decide que para designar en
adelante a los nuevos serotipos del subgénero |, habia que afiadirle un epiteto que
indicase € origen geogréfico de la primera cepa aislada. Por giemplo, S. biafray S
panama; los nuevos serotipos de los otros subgéneros serian asignados por su
formula antigénica. Sin embargo, ciertos serotipos de los subgéneros Il y 1V habian
recibido nombres antes de la desicion de 1.966: S. bilthoven del subgénero Il 'y S.
houten del subgénero 1V.

Ese mismo afio, Ewing propone una nueva clasificacién, modificando la
anteriormente realizada por Kauffman. Ewing, la clasifica en tres especies, a saber S.
choleraesuis (especie tipo), S. typhi y S. enteritidis. Esta Ultima agruparia a todos los
serotipos de Salmonella, exceptuando S. choleraesuis y S. typhi. La especie seria

escrita en los caracteres italicos o bien subrayando € nombre, mientras que €
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serotipo estaria representado en caracteres romanos y su primera letra iria en

mayUscula. Ejemplo, S enteritidis ser. Typhimurium.

Hasta 1.970, la taxonomia de Salmonella y la nomenclatura existente por
entonces, se basaba Unicamente en e estudio de los caracteres bioquimicos y
antigénicos. Ese mismo afio, Le Minor et al. (Moustardier, 1976), subdividen €
género en cuatro especies gque se corresponderian con los subgéneros de Kauffman.

Estas son:

- S. kauffmanni: subgénero | de Kauffman
- S. salamae: subgénero |1 de Kauffman
- S arizonae: subgénero |11 de Kauffman

- S. houtenae: subgénero IV de Kauffman

La nomenclatura propuesta por estos autores para su clasificacion seria:

- Para los serotipos pertenecientes a subgénero | de Kauffman: S

kauffmanni ser typhimurium, etc.

- Para |os serotipos pertenecientes a los otros subgéneros. S. salamae, S.
arizonae 0 S. houtenae, seguido de la férmula antigénica. Por

gemplo: S salamae 13,22 : Z39: 1,5, 7.

En 1.973, los estudios gendmicos (hibridacion ADN/ADN) llevados a cabo
por Crosay colaboradores, y afios més tarde, por Storew y colaboradores (Le Minor
et a., 1982a), mostraron que las salmonelas del subgénero 1, 111 (Arizona)
monofasicas, 111 difasicasy IV, estaban reunidas en grupos de hibridacion diferentes

y que era posible cuantificar |os parentescos gendmicos entre estos grupos.

En 1.982, Le Minor y colaboradores realizan € estudio de los caracteres
fenotipicos y gendémicos de un amplio grupo de salmonelas pertenecientes a los
subgéneros I, 11, 111 'y IV de Kauffman, asi como un nimero de cepas atipicas. grupo

bongor. El andlisis de los resultados, en taxonomia numérica, les permitié reconocer
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siete grupos fenotipicos y seis grupos gendmicos (Le Minor et al., 1982a). La
correlacion existente entre los resultados de los dos métodos les Ilevd a dividir
Salmonella en 6 taxones (Taxon: grupo formado por la combinacion de caracteres
fenotipicos y gendmicos). Basado en este estudio, Salmonella congtituiria una especie

Unica gue comprenderia 6 sub-especies asu vez subdividas en serotipos.

Estos autores proponen, conforme a las reglas del Codigo Internaciona de
Nomenclatura Bacteriana (CINB), la siguiente nomenclatura para e género
Salmonella (Le Minor et al., 1982b):

- Especie Unica S choleraesuis

- Para e taxén 1. S choleraesuis subespecie choleraesuis. Se

corresponderia con el subgénero | de Kauffman

- Para el taxdn 2: S. choleraesuis subespecie salamae. Se corresponderia

con € subgénero |l

- Para € taxon 3. S. choleraesuis subespecie arizonae. Este taxon

agruparia los serotipos monofasicos del subgénero |11

- Para el taxon 4: S. choleraesuis subespecie diarizonae. Agruparia los

serotipo difasicos del subgénero |11

- Para e taxdn 5. S choleraesuis subespecie houtenae. Se

corresponderia con e subgénero IV

- Para el taxon 6: S choleraesuis subespecies bongori

L os serotipos de la primera subespecie continuarian siendo designados por un
nombre, €l cual no seria escrito en carécteres italicos o subrayado. Por giemplo: S

choleraesuis subespecie choleraesuis ser typhimurium.
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Una nomenclatura abreviada de la anterior ha sido propuesta por los mismos
autores con €l objeto de ssimplificarla para el trabajo rutinario de laboratorio y poder
adaptarla a esquema de Kauffman-White. Esta nomencaltura no esta acorde al
Centro Internacional de Nomenclatura Bacteriana (CINB) y los serotipos no deben
ser escritos en carécteres italicos ni subrayados. Los serotipos pertenecientes a la
primera subespecie continuaran siendo designados por sus nombres actuales. Los de
las otras subespecies serian designados por la combinacion S. salamae, S. hotenae o

S bongori, seguido del serotipo més la formula antigénica.
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|.3. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS GENERALES

L as salmonelas son gérmenes gram-negativos con forma de bacilos rectos
gue miden de 0,5 a 0,8 micras de ancho por 1-3 micras de largo, no forman

espor as ni tienen capsula excepto cuando estan en fase M. (Gémez L us, 1980).

Aunque la mayoria de las salmonelas son mdviles, gracias a flagelos
peritricos, pueden existir mutantes no moviles como, por € emplo, los serotipos
S. gallinarum y S. pullorum que siempre son inmoviles (Gomez Lus, 1980; Le
Minor, 1984).

L os flagelos han podido ser observados con el microscopio electrénico y

coloraciones especiales en los gérmenes que |os poseen (Zapater o, 1974).

Crecen bien sobre medios de cultivo ordinarios, sin precisar para €ello
requerimientos nutritivos adicionales. Se cultivan bien a un pH entre 6y 8 con
una temperatura optima de 37° C, pero también se pueden cultivar entre 4y 38
°C (Zapatero, 1974; Gomez L us, 1980).

Son gérmenes aerobios y anaerobios facultativos. En aerobiosis los
cultivos son exuberantes, mientras que en anaerobiosis son mas pobres y

ademas necesitan cierto grado de humedad para desarrollar se (Zapatero, 1974).

En medios liquidos, los gérmenes en fase lisa (forma S) dan cultivos
répidos que enturbian & medio y forman un ligero velo en la superficie. Cuando
se encuentran en fase rugosa (forma R) producen un depdsito granuloso con

liquido claro sobrenadante.

En agar nutritivo a las 18-24 horas, forman colonias redondeadas entre
2-4 mm de diametro, aunque ciertos tipos de salmonelas pueden formar,

inusualmente, pequefas colonias de menos de 1 mm (Gomez L us, 1980).
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Las colonias suelen ser plano-convexas, humedas y de superficie lisa y
brillante (forma S); o colonias irregulares, planas, mates y rugosas (forma R)
(Gomez Lus, 1980; LeMinor, 1984).

En agar Salmonella-Shigella (SS) y desoxicolato-citrato  son

transparentes, por ser lactosa negativas (Gomez L us, 1980).

En agar verde brillante apar ecen colonias blanco-r osaceas, opacas, con €l
medio que lasrodea rojo, diferenciandose de las de gér menes lactosa y sacar osa
positivos, que son amarillo verdosas, tonalidad que tiene también e medio

circundante (Gomez L us, 1980).

En e agar sulfito bismuto las colonias de S. typhi son de color negro, con

brillo metélico y las de otras salmonelas, negras o verdes (Gomez L us, 1980).
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|.4. PROPIEDADES BIOLOGICAS

Las salmonelas presentan una marcada resistencia a las condiciones
ambientales. Resisten al frio y a la congelacion, en € hielo y la nieve persisten

viables mas de tres meses (Gémez L us, 1980).

En el agua pueden sobrevivir durante 2 a 3 semanasy persisten ain mas

tiempo s ésta contienen materia organica en suspension (Goémez L us, 1980).

Son resistentes a la desecacion, lo cual explica su supervivencia en €

sueloy en € lodo hasta por seis semanas (Zapatero, 1974).

Resisten bien a determinados agentes quimicos, tales como colorantes
(verde malaquita, fucsina, cristal violeta), bilis o sales biliares, tetrationato etc.,
que suelen emplearse al elaborar los medios selectivos para su aislamiento
(Hoben et al., 1973; Zapatero, 1974; Restaino y Komatsu, 1982; Restaino et al.,
1982; Falkow y M ekalanos, 1996).

En contraste, son sensibles al calor (mueren a 56° C durante 1 hora), a

los antisépticos ordinarios y a los medios usuales de desinfeccion:
pasteurizacion, cloracion, etc. (Joklik et al., 1986).
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|.5. PROPIEDADES BIOQUIMICAS

- L as salmonelas fer mentan la glucosa, manitol, sorbitol y maltosa

- No fermentan la lactosa, sacar osa, salicina ni € inositol

- Usualmente producen gas a partir dela glucosa

- Reducen los nitratos a nitrito

- Producen de forma irregular sulfuro de hidrégeno (H2S) en
medios como € agar Triple Azicar Hierro (TSI) o agar Hierro de
Kligler (KIA)

- No hidrolizan la urea ni desaminan €l triptéfanoy la fenilalanina

- No producen indol, acetoina, betagalactosidasa, lipasa ni

desoxirribonucleasa.

- La reaccién del rojo de metilo es sempre positiva

- Por lo general, descarboxilan lalisinay la ornitina

- No suelen licuar la gelatina

- L a mayoria son malonato negativas

- Tienen capacidad tetrationato reductasa

- Son capaces, generalmente, de utilizar e citrato como Unica

fuente de carbono.

- El porcentaje G+C del DNA esde 50-53 (Le Minor, 1984).
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|.6. PROPIEDADES BIOQUIMICAS ATIPICAS

[.6.1. LACTOSA: Se han descrito cepas de Salmonella lactosa (+), tales como:

- S. typhi (LeMinor, 1977; Kohbata et al., 1983).

- S. typhimurium (Blackburny Ellis, 1973; Le Minor et al.,1974; Le
Minor, 1977; Thadepalli, 1980).

- S. anatum, S. tennesse y S. senftenbergh (Le Minor, 1977; Sharma
et al., 1984).

- S.indiana, S. javay S. toulon (Threlfall et al., 1983)
- S. newington (Le Minor, 1977).

- S. newport (Anad y Finlayson, 1980).

- S. oranienburg (Le Minor et al., 1974).

- S. arizonae, que suele fermentar lalactosa rapida o lentamente (Le
Minor, 1977; Le Minor, 1984; Tanpaichitra et al., 1984).

- S. virchow, cepas lactosa (+) causantes de brotes alimentarios e
infecciones sistémicas en nifios, ocurridas en diferentes regiones
espaniolas, debido a la ingestion de formula lactea infantil
contaminada (Ruiz et al., 1995; Usera et al., 1996; Usera et al.,
1998).

[.6.2. INDOL: han sido aisladas, excepcionalmente, variantesindol (+) de:

- S. nima, S. huittigfoss, S. anatumy S. bareilly (Le Minor, 1977).
- S. enteritidisy S. panama (Freeman, 1983).

- S.gassy S. gori (LeMinor et al., 1969).

- S. samaru (Le Minor et al., 1983).

- S. eastbourne (Le Minor et al., 1977; Freeman, 1983).
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- S. gafsa (LeMinor et al., 1981).

- También han sido aisadas cepas pertenecientes a los subgéneros
Il 'y Il de Kauffman, productoras de indol (Lhuillier y
Zeller,1977; Le Minor et al., 1980; Le Minor et al., 1981).

.6.3. LISINA DESCARBOXILASA (LDC): La reaccion de la lisina-
descarboxilasa es positiva para la mayoria de las cepas de Salmonella; una

excepcion importante es.

- S. paratyphi A (Moustardier, 1976; Le Minor, 1977; Freeman,
1983; Le Minor y Bockemuhl, 1983; Le Minor, 1984; Pumarola,
1984).

1.6.4. ORNITINA DESCARBOXILASA (ODC): S. typhi es siempre ornitina-
descarboxilasa negativa (Le Minor, 1977; Le Minor, 1984).

1.6.5. SULFURO DE HIDROGENO (H.S): La mayoria de las salmonelas

producen H,S, pero unos pocos serotipos pueden no hacerlo, este es € caso de:

- S paratyphi A, que por lo regular no lo produce (Le Minor, 1977; Le
Minor, 1984; Pumarola, 1984)

- Tampoco lo hacen agunas cepas de Salmonella choleraesuis (Le
Minor, 1984).

1.6.6. CITRATO: Cas todas las cepas de Salmonella son capaces de utilizar €

citrato como unica fuente de carbono, exceptuando:

- S typhi y S paratyphi A (Moustardier, 1976; Le Minor, 1977; Le
Minor, 1984).
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1.6.7. PRODUCCION DE GAS: La mayoria de las salmonelas son aer ogénicas;

esdecir producen gasa partir de la glucosa, sin embar go:

- S. typhi nunca lo hace (Wiesman, 1974; Buttiaux et al., 1976;
Moustardier, 1976; Le Minor, 1977; Frobisher et al., 1978;
Thadepalli, 1980; Hornick, 1982; Freeman, 1983; Le Minor, 1984;
Pumarola, 1984).

- Pueden producirse variantes anaerogénicas de serotipos que
normalmente producen gas, como es e caso de S. dublin (Le
Minor, 1977; Le Minor, 1984).

1.6.8. MALONATO: Normamente las salmonelas no utilizan el malonato, pero han
sido aisladas cepas de Salmonella capaces de utilizarlo, por g emplo:

- S gass y S gori (LeMinor et a., 1969).

- S everleigh (Le Minor y Bockemuhl, 1983).

- S samaruy S gafsa (Le Minor et a, 1981; Le Minor et al., 1983).
- S arizonae (Le Minor, 1984).

- Cepas del subgénero Il de Kauffman (Papadakis et a., 1975; Le
Minor y Bockemuhl, 1983).

[.6.9. SALES DE CIANURO (KCN): Los miembros del género Salmonella no
suelen desarrollarse, por lo general, en medios que contengan sales de cianuro; no

obstante, han sido descritos algunos serotipos que si pueden crecer en ellos:

- S malawi y S. campinese (Le Minor y Bockemuhl, 1983).

- S bongor (Le Minor et a. 1969).

1.6.10. BETA-GALACTOSIDASA (ONPG): s hien la mayoria de las salmonelas
no posee actividad betagalactosidasa, S. arizonae es betagalactosidasa (+). (Le
Minor,1977; Le Minor, 1984; Tanpaichitra et a., 1984).
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|.7. ESTRUCTURA ANTIGENICA

Salmonella posee antigenos somaéticos, flagelares y capsulares o de superficie.

[.7.1. ANTIGENO SOMATICO“0O"

El antigeno O, cuyo nombre viene del alemén ohne hauch que significa
no diseminado o somaético, son propios de las saimonelas en fase lisa (§); se
encuentran localizado en la pared celular de la bacteria y quimicamente son de
naturaleza lipopolisacarida. Las cadenas O especificas, determinan la
especificidad serolégica de cada lipopolisacarido y son la base clasificatoria de
las salmonelas, consisten en unidades de repeticién (oligosacaridos), que se
encuentran unidas al nucleo basal de polisacarido (idéntico o bastante similar
en cas todas las saimonelas), que a su vez esta unido al lipido A (Moustardier,
1976; Finegold y Martin, 1983; Pumar ola, 1984; Falkow y M ekalanos, 1996).

Es termoestable y resistente a la accion del alcohol y del &cido fénico
(Wiesman, 1974; Moustardier, 1976; Del Rio Mapelli et a., 1980; Gémez Lus, 1980;
Lindberg y Le Minor, 1984; Pumarola, 1984;). Puede ser extraido por e é&cido

tricloroacético y por solubilizacién en dietilenglicol (Moustardier, 1976).

El antigeno “O” congtituye la endotoxina del microorganismo, esta
involucrado en la patogenicidad del mismo, ya que favorece la capacidad de
adhesién de las sailmonelas a las células intestinales del huésped y |a sobrevivencia
intracelularmente y tiene un poder inmunizante importante. Produce una aglutinacién
granular, fina, lentay dificil de disociar por agitacion (Joklik et al., 1986).

En la serologia de Salmonella, este antigeno es el primero que se determina.
El complgo de antigenos O, hay mas de 60 antigenos, determina el subgrupo
somético a que pertenece e microorganismo (Finegold y Martin, 1983). Cada
antigeno O se encuentra constituido por dos o tres factores seroldgicamente

separables @eterminantes) cada uno denominado con un nimero; los antigenos
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compartidos por algunos, pero no todos los de un conjunto particular, exhiben
reacciones cruzadas. Los antigenos O que comparten un importante determinante se
clasifican como serogrupo; los primeros descritos se nombraron con letras de la A-Z

y los siguientes con nimeros a partir del 51.

Esto ha permitido dividir a las salmonelas en mas de 2.200 serotipos
incluidos en unos 40 grupos, donde los organismos més frecuentes estan englobados
en los primeros seis grupos. Los miembros de cada grupo O se diferencian en
serotipos, basandose en determinaciones adicionales y en los antigenos flagelares
(Collinsy Lyme, 1989; Falkow y Mekalanos, 1996).

[.7.2. ANTIGENO SOMATICO “M”

Poco importante en relacion con los otros antigenos, se encuentra presente en
aquellas salmonelas en fase mucoide (M) o también llamada rugosa (R),

especialmenteen S paratyphi B.

Resiste a la accion del formol y e calentamiento a 60° C, pero es destruido
por el alcohol y e &cido clorhidrico (Moustardier, 1976; Le Minor, 1977, Gomez
Lus, 1980).

Se desarrolla abundantemente haciendo crecer Salmonella a baas
temperaturas 0 en medios con elevadas concentraciones salinas (Lindberg y Le
Minor, 1977).

El antigeno “M” puede causar aglutinacion bacteriana o ser precipitado

cuando reacciona con un antisuero —M (Lindberg y Le Minor, 1977).

Este antigeno parece ser comun a todos |os serotipos de Salmonella, existe en
las fases mucoides (R) desprovistas de antigeno “ O” y también en las fases lisas (S
del inglés smooth), donde se encuentra situado profundamente y cubierto por el
antigeno “ O”. Carece de interés en la serologia de Salmonella (Moustardier, 1976;
Le Minor, 1977; Del Rio Mapdlli et a., 1980; Gomez Lus, 1980).
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1.7.3. ANTIGENOSFLAGELARES*“H”

Los antigenos flagelares, cuyo nombre se deriva del aeman hauch que
significa diseminados, estan presentes en las formas moviles de Salmonella. Son de
naturaleza proteica, termol&biles y se destruyen por la accion del acohol, é&cidos y
fermentos proteoliticos. Se conservan mediante la accion de formol (Wiesman, 1974;
Finegold y Martin, 1983).

Se obtienen cultivando Salmonella en medios liquidos o semisolidos, pero no
se desarrollan sobre medios solidos fenicados.

Una cepa dada puede elaborar en momentos diferentes cada uno de las

diferentes formas o fases del antigeno H :

- Fase 1, llamada especifica, los antigenos de fase 1 son compartidos
s0lo por unos pocos microorganismos Yy reaccionan Unicamente con antisueros
homadlogos.

- Fase 2, denominada inespecifica o no especifica, son compartidos por
muchos microorganismos y pueden presentar reaccion cruzada con antisueros
heterdlogos.

Los antigenos “ H” en fase 1 se designan por las letras mindsculas seguidas o
no de un nimero y cuando estén en fase 2 por nimeros arébigos (Collins y Lyme,
1989).

Atendiendo a antigeno flagelar, los cultivos de Salmonella pueden ser:
- Monofasicos: cuando todas estan en una fase Unica. Estas cepas

pueden estar en fase 1 €especifica) o en fase 2 (inespecifica). Ejemplos de cepas
monofasicas los son: S. typhi y S paratyphi A.
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- Difasicos: cuando € antigeno flagelar puede presentarse
aternativamente en fase 1 (especifica), caracteristica del serotipo, o en fase 2

(inespecifica), comun a varios serotipos.

Dicha variacion de fase, depende de una ordenacion reversible del &cido
desoxirribonucleico (ADN), y puede verse acentuada a hacer crecer los
microorganismos en suero gue contenga anticuerpos frente a los antigenos flagelares,
lo que favorecera e desarrollo de mutantes con € antigeno aternativo (alélico) que
no reaccionara con el antisuero (Falkow y Mekalanos, 1996). Esta situacion se da en
especiad s € cultivo se incuba més de 24 horas). S. paratyphi Bes un gemplo de

salmonela difésica.

Si tomamos un cultivo bacteriano de una cepa difasica, en é se hallardn
salmonelas que tengan sus antigenos “ H” en fase 1 y otras que los tengan en fase 2,

pero nunca una misma bacteria presentara ala vez los dos tipos de antigenos “ H” .

Si serediza un cultivo puro de una cepa de salmonela difasica que tenga sus
antigenos flagelares en fase 1, en la poblacién descendiente aparecera con una
frecuencia de 103-10° bacterias con antigenos flagelares “H” en fase 2. A este

fendmeno se le conoce como variacion difasica.

Si cultivamos una cepa de salmonela diféasica con antigenos flagelares en fase
1y fase 2 en un medio semisdlido que contenga un antisuero flagelar “H” que
neutralize una de las dos fases, se inmovilizaran las bacterias que posean ese
antigeno pero no las que poseen € otro, las cuaes invadirdn € medio. Si seredizala
experiencia a la inversa, obtendremos una poblacion bacteriana que contiene el otro
antigeno flagelar. Esta técnica se denomina inversion de fase y permite la

identificacion completa de los serotipos de Salmonella.

El antigeno “H” produce una aglutinacion algodonosa, rapida facilmente
separable por agitacion. Este antigeno no juega ningun papel en el poder patdgeno de

la cepa, ni en & poder inmunizante de la Salmonella.
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|.7.4. ANTIGENO “VI”: CAPSULAR O DE SUPERFICIE

Este antigeno rodea la pared celular de la bacteria enmascarando a antigeno

somatico “ O” y convirtiendo ala cepa en inaglutinable frente a los antisueros “ O” .

De naturaleza termoldbil, se pierde a caentar una suspension bacteriana
hasta e punto de ebullicidbn durante 10 minutos, volviéndose la suspension
aglutinable frente alos antisueros “ O” . No se destruye por € alcohol ni por la accion

del formol y puede ser extraido por € acido tricloroacético.

Se encuentra presente en los cultivos bacterianos recién aislados y desaparece
rapidamente en subcultivos. El antigeno Vi de S. typhi es un homopolimero del acido
N-acetilgalactosaminurénico. En otras salmonelas existen otros antigenos Vi
(Falkow y Mekaanos, 1996).

Es responsable de una aglutinacion glanular, muy fina, lenta y dificilmente
disociable. Este antigeno puede servir para proteger a antigeno O de antisueros y
convierte a las cepas que 1o poseen en mas resistentes a la fagocitosis (Joklik et al.,
1986). Es menos téxico que € antigeno “ O” para los animales de laboratorio y juega

un papel importante en lainmunizacion.
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|.8. EPIDEMIOLOGIA

[.8.1. RESUMEN HISTORICO

La Epidemiologia de las infecciones por Salmonella puede ser dividida en

tres periodos:

- Desde finales de los afios 1.880 a 1.949, la fiebre tifoidea causada por
S typhi fue € tipo de infeccion predominante en humanos en Estados Unidos y €

resto del mundo.

- De 1.950 a 1.969 esta severa infeccion se hizo relativamente rara. La
tipica enfermedad causada por Salmonella en humanos cambié de fiebre tifoides,
una infeccion sistémica, a gastroenteritis con marcada diarrea, fiebre, dolor
abdomina y rarainvasion sistémica. Los mayores brotes en esta época ocurrieron en

hospitales.

- A partir de los aflos 70, se ha caracterizado por un constante aumento
de las saimonelas no typhi-paratyphi en humanos y grandes brotes por contaminacion
de alimentos de origen anima han reemplazado a los brotes en hospitales. En lo
sucesivo denominaremos a este grupo de salmonelas no typhi-paratyphi como

salmonelas no typhi, es decir salmonelas diferentes a S. typhi o paratyphi.
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1.8.2. CADENA EPIDEMIOLOGICA

1.8.2.1. RESERVORIO Y FUENTE DE INFECCION

Las salmonelas se encuentran, practicamente, en todos los animales, tanto
domésticos como salvajes, incluyendo aves de corral, ganado vacuno y porcino,
reptiles, roedores, mamiferos silvestres y mascotas como tortugas, perros, gatos y
también en los humanos, por gemplo, pacientes, portadores convalescientes v,
especialmente, los casos leves o desconocidos. Los portadores crénicos son raros en
el caso de los humanos pero prevalentes en animales y aves. El reservorio animal se
mantiene por contacto entre animales y por el empleo de piensos contaminados con
Salmonella (Gray, 1995).

Para estudiar la epidemiologia de las salmonelas resulta Util agruparlas segun
su preferencia por un huésped determinado (clasificacion ecolégica): serotipos de
salmonela altamente adaptados a hombre, salmonelas extremadamente adaptadas a
hospedadores especificos savo € hombre y salmonelas con una amplia gama de
hospedadores. A estas Ultimas dedicaremos nuestra atencion, puesto que la mayoria
de las samonelas pertenecen a esta categoria y son causa de gran parte de las

infecciones alimentarias.

En contraste con S typhi, la incidencia de salmonelas no typhi ha aumentado
dramaticamente a partir de la década de |os ochenta en Estados Unidos (Martin et al.,
1987; Chaker y Blaser, 1988; CDC, 1991). Alrededor de 10 de los méas de 2.000
serotipos de Salmonella constituyen la mayoria de los aislados humanos cada afio. A
pesar del aumento en € aislamiento de S enteritidis, S. typhimurium, es todavia, por
si sola, la causa mas frecuente de gastroenteritis, bacteriemia 'y portador asintomético
de Salmonella en e mundo. Otros serotipos comunes en humanos son S enteritidis,
S newport, y S. heidelberg, y su frecuencia relativa varia en € tiempo y segin la
zona geogréafica (Falkow y Mekalanos, 1996).
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Tanto las personas como los animales pueden ser directa o indirectamente la
fuente de contaminacion de los alimentos con Salmonella. En el caso de los animales
(fuente heterdloga), estos pueden ser salvajes o domeésticos (en los que se ha
estimado una tasa de infeccion entre 1-3%). También pueden verse involucrados las
aves de corral, porcinos, bovinos, roedores y animales caseros como tortugas,

polluelos, perrosy gatos.

Los animales productores de carne y las aves de corral son, en general, los
gue se encuentran comprometidos con mayor frecuencia. De todos € pollo y sus
derivados pueden ser los mas importantes. Se ha demostrado que la Salmonella
puede pasar transovéricamente de las gallinas a los huevos, representando los huevos
frescos intactos un riesgo (Editorial Nature, 1988; St. Louis et al., 1988). La
transmision vertical se da en las granjas de crianza y de ponedoras, mientras que la

transmision horizontal se da en todo tipo de granjas.

El reservorio humano (fuente homologa) tiene fundamental interés en
relacion con la manipulacion de los aimentos y e contagio directo con alimentos
contaminados como resultado de la colonizacion animal o durante su procesamiento.
Sabemos que muchas epidemias de salmonelosis han tenido su origen en portadores
involucrados con la atencién de pacientes, especialmente nifios, 0 con la preparacion
de alimentos o la leche. La gran mayoria de portadores de Salmonella y otros agentes
patdgenos intestinales nunca se descubren, a ser estos casos leves no identificados y
portadores sanos o0 convalecientes. Como regla sélo se conocen aguellos que han sido
causa de otros casos de enfermedad, a menos que se readlice una investigacion
especia con el auxilio del laboratorio de bacteriologia (Fuerts, 1978).
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1.8.2.2. MECANISMO DE TRANSMISION

La presentacion suele ser de carécter epidémico con un antecedente comun, €l
consumo de productos alimentarios contaminados, que suelen representar la principal
fuente de infeccion para los humanos. Los brotes pueden ser causados por diversos
serotipos relacionados con el consumo de diferentes alimentos, tales como huevos,
leche no pasteurizada, frutas y vegetales (St. Louis et al., 1988; Cowden et a., 1989;
Hedberg et a., 1991; Mishu et al., 1991). La investigacion epidemioldgica de un
brote suele detectar € lavado inapropiado de las manos, una refrigeracion inadecuada
de aimentos preparados mucho antes de servirse 0 una coccién insuficiente de

productos alimentarios de origen animal, especialmente aves de corral.

Sobre todo en paises desarrollados la salmonelosis esta intimamente
relacionada con aves de corral, huevos (contaminados por la bacteria tanto en su
superficie externa, como en € interior) y productos l&cteos. El consumo de alimentos
con huevos crudos o poco cocidos aumenta de forma substancial €l riesgo de
infeccion (Gray, 1995; Miller et a., 1995). Aproximadamente el 50% de los pollos
en Estados Unidos tienen cultivos positivos a Salmonella. (Miller et al., 1995). La
adquisicion de Salmonella ha sido asociada con la préctica de cocinar las aves
lentamente a bajas temperaturas, especialmente cuando la cavidad del ave se rellena
con ingredientes que pueden soportar € crecimiento de los microorganismos
(Editorial Nature, 1988; St. Louis et a., 1988).

El origen de la contaminacién por Salmonella de los aimentos de
procedencia animal es variado, estos pueden contener microorganismos desde el
momento de su obtencién, como consecuencia de gque los animales productores
padecieran salmonelosis de forma subclinica o, simplemente, fueran portadores sanos
de Salmonella. La causa de este hecho esta relacionado con los sistemas actuales de
mangjo, transporte y produccion intensiva y otros factores epizootiolégicos. Los
animales de abasto tienen mayores oportunidades de infeccion, dado el consumo de

piensos cuya composicion consta de harinas de pescado, harinas de carnes
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desechadas para e consumo humano y otros productos secundarios de animales
infectados.

La transmision animal-animal puede ocurrir no solo en los criaderos de
origen, sino también durante el transito a mataderos. En un estudio de la prevalencia
ambiental de Salmonella en mataderos de ganado ovino, Caro y colaboradores,
aisaron Salmonella en e 35.7% de los locales de sacrificio investigados. Los puntos
gue correspondian a zonas de sacrificio y faenado, suelo de la sala de evisceracion y
zona de mondongueria, fueron las localizaciones donde se identificaron mayor

nimero de serotipos de Salmonella (Caro et d., 1991).

A las causas de incremento de la salmonelosis en los Ultimos afios podriamos
ademas afiadir la contaminacion cruzada, |os problemas de estrés debido a la espera
obligada antes del sacrificio que en muchos casos aumenta el porcentaje de infeccion
por Salmonella y la posible contaminacion de productos carnicos obtenidos. Todos
estos factores representan un problema continuo requiriendo atencion cada eslabon
de la cadena. Autores como Spillman y Ehrsam (1983), enfatizan la necesidad de
mantener limpio e medio, asi como el establecimiento de condiciones higiénicas

adecuadas para la prevencién eficaz de la contaminacion.

Durante e sacrificio pueden producirse condiciones que favorecen una
diseminacién via hemética de las salmonelas desde € tracto gastrointestinal hacia los
diferentes tegjidos; estas circunstancias vienen determinadas por un falo en las
condiciones de la barrera intestinal que se ve superada en la agonia, con lo que los
NnuUMerosos microorganismos presentes en e contenido intestinal, entre ellos

Salmonella, pasan a torrente circulatorio y se diseminan.

Después del sacrificio, son numerosos los factores que pueden influir o
intervienen en una posible contaminacion por Salmonella, de todos ellos la zona de
evisceracion y preparacion de la cana son las mas comprometidas en la
diseminacion de estos microorganismos. Una de las medidas mas importantes a

tomar en e area de evisceracion es prevenir que e pagquete intestina con su
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contenido contamine los canales, para e€llo se debe realizar una apertura de los

mismos de forma que el paquete intestinal no sufra rotura alguna.

La contaminacion ulterior de las carnes en @ matadero ocurre debido a la
contaminacion de las instalaciones y equipos durante la desolladura 'y la evisceracion
por perforacion del tubo digestivo. En los establecimientos procesadores de carne la
calidad higiénica de los productos se ve afectada sobre todo por la carga microbiana

de la materia prima, contaminandose a partir de la misma los objetos y elementos.

Los roedores, insectos, como moscas (vVectores mecanicos) y aves silvestres

también pueden intervenir en la transmision de Salmonella.

En cuanto a reservorio humano, e porcentae de portadores sanos es muy
bajo (inferior a 0,1%) en & caso de las infecciones alimentarias por Salmonella, sin
embargo juega un papel importante en la transmision (Berdreet a 1988). Es raro €
estado de portador prolongado en manipuladores de aimentos después de la
gastroenteritis y la cantidad de microorganismos eliminados suele ser pequefia. Por
ello, parece razonable permitir a los individuos retornar al trabajo al cesar la diarrea
SOlo en € caso de individuos de ato riesgo, cuyo trabgo involucre € manejar
alimentos que se consuman crudos 0 sin coccidn posterior se requeriran tres cultivos
negativos (Miller et al, 1995).

La transmision fecal-oral de persona a persona puede ocurrir, en especia
cuando existe diarrea; en cuyo caso lactantes y adultos con incontinencia fecal
conllevan un riesgo mayor de transmision que los portadores asintomaticos. Por esta
razon, se han dado brotes de salmonelosis en albergues debido a la falta de atencién
al lavado de las manos. Esta ruta de transmision parece que requiere laingestion de
un nimero significante de microorganismos en ausencia de inmunosupresion y/o
disminucion de la acidez estomacal (Miller et a., 1995).
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1.8.2.3. POBLACION SUSCEPTIBLE

Aunque laexposicién a Salmonella es frecuente, resulta necesario un inéculo
grande (10°® bacterias) para el desarrollo de enfermedad sintomética tras un periodo
de incubacion de 6 a 72 horas, usuamente alrededor de 12 a 36 horas. La
enfermedad se produce cuando e microorganismo tiene las condiciones favorables
para multiplicarse (alimento, temperatura, humedad, etc.) hasta alcanzar una
concentracion alta, aumentando de esta forma la posibilidad de que se produzca la
infeccion. Por ggemplo, alimentos mal refrigerados, ya que las temperaturas minimas

de crecimiento en los alimentos varian de 6-10° C, dependiendo del alimento.

La susceptibilidad es general pero afecta més frecuentemente a nifios menores
de un afio y ancianos. La gastroenteritis aguda es la consecuencia habitual, pero
puede variar desde € estado de portador asintomético a enfermedad sistémica
(Falkow y Mekalanos, 1996).

Existe un subregistro del nimero de casos de samonelosis (enfermedad
causada por €l consumo de alimentos contaminados por Salmonella) notificados
anuamente. Se estima que no son informados entre un 20 hasta cerca de 100% de
los casos, por |0 que podrian estar ocurriendo entre 0.8 y 3.7 millones de casos solo
en Estados Unidos (Miller et al., 1995).

Al estar las salmonelas no typhi ampliamente distribuidas en la naturaleza, a
diferenciade S. typhi y S paratyphi, estan en intimo contacto con los animales, por
ello, en &reas geograficas especificas suele existir correlacion entre los serotipos

presentes en animales y la enfermedad en el hombre (Miller et a., 1995).

La proporcion maxima de infecciones suele ocurrir en las épocas mas
calurosas, a permitir una mejor multiplicacion de la bacteria en los aimentos y

coincidir con frecuentes fallos en la cadena de frio (mayo a octubre).
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La dosis infecciosa minima necesaria (10°—10°), es menor (10°) en individuos
con factores de riesgo como la edad, inmunosupresion o procesos subyacentes
(leucemia, linfoma, drepanocitosis), cirugia gastrointestinal, disminucion de la acidez
gastrica, u otras causas debilitantes incluida la desnutricion (Gray, 1995; Miller et d,
1995). En consecuencia, las tasas de atague seran muy variables, dependiendo del

indculo, la cepainvolucraday las caracteristicas particulares del huésped.

El control de brotes en hogares de convalecientes o areas de cuidado neonatal
puede ser dificil s no se cumple con e aidamiento y por la susceptibilidad
aumentada de estos pacientes. A pesar del bgjo riesgo de la transmision persona a
persona, los cuidadores y los manipuladores de aimentos frecuentemente son
excluidos de su trabajo mientras sean portadores convalecientes de Salmonella
(Tauxeet al., 1988).

En contraste al bajo riesgo de transmision de salmonelas no tyhi por
trabajadores sanitarios y manipuladores de aimentos, la transmision a neonatos y
nifios desde madres infectadas, cronicas o recientes y otros miembros de la familia es
bastante alta. Los neonatos que tienen relativa aclorhidria e ingieren gran cantidad
de leche materna y formula lactea con capacidad buffer considerable estdn en mayor
riesgo de transmision feca-orad. Ya que los neonatos estan a riesgo de
complicaciones severas debidas a infeccion por Salmonella se debe considerar la

profilaxis antibidtica. Han ocurrido brotes en guarderias (Agunod et al., 1995).

El modelo clinico de la salmonelosis puede dividirse en gastroenteritis, fiebre
entérica, bacteriemia con o sin foco extraintestina y estado de portador asintomético.
Practicamente, cualquier serotipo de Salmonella puede ocasionar cualquiera de estas
manifestaciones en circunstancias adecuadas (por eemplo, en un hospedador
inmunocomprometido) y puede persistir después. Sin embargo es més probable que
ciertos serotipos se asocien con un sindrome clinico particular: por gemplo, S
typhimurium, S enteritidis y S. newport producen gastroenteritis; y S. cholerasuis,
bacteriemia e infeccidn focal sin antecedentes de trastorno gastrointestinal (Falkow y
Mekalanos, 1996).
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Lo mismo que sucede con otras enfermedades infecciosas, |as personas tienen
distinta sensibilidad a las infecciones por Salmonella aunque, en genera, la
morbilidad es elevada en los brotes. Pueden darse formas asintomaticas, la mayoria
de las cuales ocurren en adultos sin que aparezca ningun tipo de sintomas o solo
presenten cefalea y ocasionales deposiciones sueltas. EStos casos no son
diagnosticados, salvo que se busguen en e transcurso de la investigacion
epidemiol 6gica de un brote colectivo, pero dada la sintomatologia leve y la evolucion
autolimitada, la gran mayoria de los pacientes no reciben atencién médica y, otra

parte importante, fuera de brotes, son diagnosticados como gastroenteritis virica.

Las formas sintométicas estdn representadas principalmente por la
gastroenteritis. Los mecanismos por los cuales las sailmonelas no typhi causan
gastroenteritis permanecen aln sin aclarar, pese a intensivo estudio de la patogénesis

de las infecciones por Salmonella.

Aungue se han descrito enterotoxinas antigénicamente similares a la toxina
del Cdlera (TC) y alatoxina termol&bil de la Escherichia coli (TL) para €l género
Salmonella, ninguna ha sido completamente purificada ni  caracterizada
bioquimicamente (Peterson, 1986; Aguero et al., 1991).

Debido a la presencia de muiltiples plasmidos en los serotipos de Salmonella,
no seria extrafio que la TL, transportada por un plasmido, fuera ocasionalmente
transferida a Salmonella. Sin embargo, alguna de estas cepas productoras de
enterotoxinas causantes de diarrea acuosa fulminante en humanos, puedan producir

esta actividad toxica aln después de la pérdida del plasmido.

Parece mas probable que la diarrea esté a menudo relacionada con la entrada
de la bacteria a enterocito y/o a la induccion de la respuesta inmune en €l intestino.
La entrada de la Salmonella a las células epiteliales estd asociada a una serie de
alteraciones bioquimicas, como la fosforilacion del receptor del factor de crecimiento

epidérmico y activacion de la sintesis de leucotrinas a través de la fosfolipasa A2
(Gaan et a., 1992; Pace et a., 1993). Estos y otros efectos de la Salmonella

mediados a través de las células epiteliales pueden dar como resultado la diarrea.
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La patologia de la infeccion por salmonelas no typhi en humanos revela
infiltracion masiva de neutréfilos en la mucosa de ambos intestinos (grueso y
delgado). En contraste con € infiltrado mononuclear que se ve en la fiebre tifoidea,
la desgranulacion y liberacion de sustancias toxicas por los neutréfilos contribuye a
la inflamacion y provoca dafio tisular y subsecuente secrecion de liquido a través de

la mucosa intestinal .

La gastroenteritis por Salmonella es, practicamente, indistinguible de la
producida por otros patogenos, después de la ingestién de un nimero eevado (10°-
10°) de bacterias vivas y tras un periodo de incubacion de 6-72 horas, por lo general
12-36, aparece subitamente € cuadro clinico, caracterizado por diarrea (en la
mayoria de los casos de moderado volumen, sin sangre ni moco y, ocasionalmente,
muy acuosa), hauseas, vomitos (de variable intensidad y volumen), dolor abdominal
tipo cdlico y febricula (38°C). En casos graves puede aparecer fiebre altay sangre en
las heces con deshidratacion. La diarrea va a veces precedida de escalofrios y
cefadgia

Los sintomas suelen persistir durante 2-3 dias, transcurridos los cuales, la
enfermedad cura espontaneamente sin complicaciones, bastando sblo € tratamiento

sintomatico, aunque a veces se puede prolongar semanas.

Después de resolverse la gastroenteritis, la eliminacién de salmonelas no
typhi en las heces puede durar de 4-5 semanas, dando lugar a estado de portador.
Menos del 10% de los pacientes convalecientes portan salmonelas no typhi por mas

de 10-12 semanas.

Las otras formas clinicas a las que puede dar lugar la infeccién por
salmonelas no typhi se producen cuando un pequefio porcentaje de éstas atraviesa la
barrera intestinal, dando lugar a bacteriemia, endocarditis, neumonia, meningitis,

osteomidlitis o artritis.

Por ggemplo, S. cholerasuis y S. dublin pueden producir bacteriemia sostenida

con fiebre atay mas del 50% de los hemocultivos son positivos. La bacteriemia de

-45-



Revision y Antecedentes

alto grado sugiere una infeccion intravascular (la Salmonella tiene afinidad por las
paredes endotelides de los vasos) y la infeccion de la aorta con la produccion
ocasional de fistula aorto-duodenal. A menudo estas infecciones son la consecuencia

de siembras de microorganismos en placas arterioescleréticas o aneurismas.

La endocarditis puede ocurrir en menos de un 5% de los casos, de los cuales
el 75% tiene enfermedad cardiaca asociada y la mortalidad puede llegar hasta €
69%. Ocasionalmente los pacientes con infecciones por salmonela no typhi pueden
presentarse como una neumonia bacteriana. Muchos de estos pacientes tiene
coprocultivos positivos, sugiriendo e origen de la infeccion en € tracto

gastrointestinal con diseminacion hematdgena posterior.

Un 0,9% de los casos de meningitis pidgena son por Salmonella. La mayoria
de los cuales ocurren en neonatos (74% menores de 4 meses), bien por brotes en
guarderias o transmitidos por las madres que hayan padecido gastroenteritis
peripartum. La osteomielitis es también mas frecuente en nifios y su origen es
hematdgeno. Esta asociada a hemoglobinopatias como la drepanocitosis y otras, a
lupus eritematoso sistémico, neoplasias 0 inmunosupresion. Aproximadamente, el
60% de los individuos con Salmonella y osteomielitis tienen diarrea y muchos tienen

coprocultivos positivos.

La artritis séptica ocurre en nifios, inmunocomprometidos y drepanaociticos.
Cerca de la mitad de los pacientes tienen historia de enfermedad diarreica
Aproximadamente el 2% de las infecciones gastrointestinales pueden ir seguidas por

sintomas de artritis reactiva.
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1.8.3. INFECCIONES POR SALMONELASNO TYPHI EN ESPANA

Al estudiar las infecciones por Salmonella no typhi en los Ultimos quince afios
(1983-1997), debemos comenzar por sefialar que la informacion disponible proviene
del Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella del Centro Nacional de
Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias de Majadahonda, a cual se
envian cepas de Salmonella desde diferentes puntos de la geografia espafiola,
existiendo una progresiva participacion de cada una de las provincias, incluyendo la
de Santa Cruz de Tenerife, y un consecuente aumento del nimero de cepas recibidas

para serotipificacion cada afo (Echeitay Usera, 1989; Usera et al., 1995).

Las cepas aidadas provienen tanto de muestras de origen humano como de
origen no humano, que incluye aimentos para e consumo humano o animal
(piensos y materias primas), muestras ambientalesy muestras de animales enfermos
o0 portadores. En este punto es importante destacar el creciente nimero de
laboratorios dedicados a estudiar muestras de origen distinto al humano, lo que ha
supuesto un aumento importante del total de las cepas de origen no humano afio tras
ano respecto a los primeros cuatro afios del periodo analizado, especiamente a partir
de 1987. Esta circunstancia supone un avance en el conocimiento de la distribucion
de Salmonella aislada de dichos origenes (Echeitay Usera, 1989; Usera et a., 1995).

Respecto a las muestras de origen alimentario sefidlar que entre 1983-1987
sus principales fuentes fueron la carne de aves (30,5%) y los huevos (16,8%).
(Boletin Epidemiologico Semana (BES) n° 1694/1985; BES n° 1752/1986; BES n°
1753/1986; Echeita y Usera, 1989). En los siguientes cinco afios, de 1988 a 1992
estos representan e 22,6% y 7,9%, respectivamente, de las muestras de origen
alimentario, cuyo porcentgje en relacion a total de cepas estudiadas es del 15,8%
(BES 1993/V0l1/n°8; Usera et a., 1995). En e periodo 1993-1996 €l porcentagje de
muestras de origen alimentario estudiadas respecto al total correspondi6 también aun
15%, pero e porcentgje de cepas procedentes de huevos se encuentra entre 3,5 y
78% y e de carne de aves entre 122 y 235% (BES 1994/Vol2/n°9; BES
1995/V0l3/n°15; BES 1996/V 0l4/n°15; BES 1996/V 0l5/n°8; BES 1997/V 0l 5/n°3).
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Durante todo € periodo, tanto en las muestras de origen humano como en las
de diferente origen, los tres serotipos mas frecuentes fueron: S enteritidis, S
typhimurium, y S. virchow, pero con diferencias en €l porcentagje y en latendencia de
cada serotipo en los diferentes afios. Asi puede sefidlarse que en 1os primeros cinco
anos (1983-1987) S. enteritidis ocupd e primer lugar de frecuencia con tendencia al
aumento desde un 43,5% a un 68,7%, comenzando a disminuir a partir de 1988 hasta
representar e 43,6% en 1996, pasando por un 40,7% en 1994; pero a pesar de esta
disminucién S. enteritidis prevalece como e serotipo més frecuente en Esparia,
siendo superada por S. typhimurium sblo en los afios 1994 y 1995 en muestras de

origen no humano y por estrecho margen de ventgja (Tabla 4 y Gréfico 1).

Por su parte S. typhimurium ha sido consistentemente e segundo serotipo
mas frecuente, observandose en los primeros cinco afios una tendencia a la
disminucién desde un 21,5% a un 8,3% y una tendencia inversa a partir de 1988
aumentando desde 13,5% hasta 31,6% en 1996.

S virchow aumenta desde 0,5% hasta 8,1% durante los afios comprendidos
entre 1983-1992, manteniéndose con oscilaciones y con una tendencia a la

disminucién de su frecuencia en e resto del periodo.

Otros serotipos dignos de mencion son S. ohio, S infantis, S hadar y S
bredeney. Los dos primeros importantes por su frecuencia en los afios 1983-1987,
cuando ocuparon € cuarto y quinto lugar de frecuencia, los dos Ultimos por ocupar,
respectivamente, los mismos lugares de frecuencia en el periodo comprendido entre
1988-1993.

Es especiamente significativo e incremento experimentado por S. hadar a
partir de 1987, muy llamativo en 1996, cuando se identifican 285 cepas de origen
humano, lo que supone un incremento del 25,5% sobre la cifra obtenida € afio
anterior, convirtiéndose en € tercer serotipo mas frecuente de Salmonella aislado en
Espafia, desplazando a S virchow en e mismo afo. Se ha observado un

comportamiento similar de S. hadar en Franciay en e conjunto de Europa, donde en
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estos momentos ha pasado a ser €l tercer serotipo aislado con mayor frecuencia (BES
1996/V 0l4/n°43; Bouvet y Grimont, 1996).

Destaca la aparicion de S bradenburg dentro del listado de los cinco
serotipos mas frecuentes en muestras humanas, desplazando a S. bredeney a partir
de 1994 (BES 1996/V 0l4/n°43).

En 1997, en e Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella se
estudiaron 4988 cepas de origen humano y 1050 de origen no humano (alimentos,
ambiente y animal enfermo). En ambos grupos continua incrementédndose € nimero

de muestras estudiadas en relacion al afio anterior.

En relacién a las cepas de origen humano procedentes de casos esporadicos
los serotipos mas importantes en orden de frecuencia fueron S. enteritidis (41,9%), S.
typhimurium (33,7%) y S. hadar (6,8%), apreciandose una ligera disminucion de la
incidenciade S enteritidis y S hadar respecto a 1996, mientras que e serotipo
Typhimurium aumento. Llama la atencion € aumento importante de la incidencia de
S. bovismorbificans que pasa del 0,4% en 1996 a 0,9% en 1997 y la disminucién del
serotipo Virchow que ademas de bajar a ocupar el 5° puesto , disminuye del 3,1% al
1,6%.

Respecto a los brotes estudiados en 1997, S. enteritidis sigue siendo, como en
anos anteriores € principal responsable, tanto en brotes comunitarios como
familiares, seguido en ambos casos por € serotipo Typhimurium. El aimento mas
involucrado es e huevo y sus derivados, otros alimentos fueron: helados, ensaladas,
carne de pollo, pasteles y pescado (BES 1998/V ol6/n° 13).

El andlisis de las cepas de Salmonella de origen no humano (alimentos,
ambiente y animales enfermos) en Espaia durante €l afio 1997 revela que e mayor
nimero de cepas se aislé en muestras de carne de pollo, seguido por otras carnes,
embutidos y carnes procesadas. Las cepas aisladas de alimentos hechos con huevo y

las de pienso han disminuido respecto al afio anterior.
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Los tres serotipos mas frecuentes son Enteritidis, Typhimurium y Hadar, a
igual que las cepas de origen humano, sin embargo el porcentaje de los mismos es
inferior en e grupo de los alimentos, siendo especialmente acusada esta disminucion
en e serotipo Typhimurium. El serotipo Enteritidis, a igua que en afios anteriores,
esta especialmente relacionado con carne de pollo y con alimentos hechos con huevo.
El serotipo Hadar estd relacionado con carne de pollo de donde parece haber
desplazado al serotipo Virchow que disminuye considerablemente, Ilegando incluso

ano estar incluido en & grupo de los diez mas frecuentes.

Los serotipos Anatum y Heidelberg son, claramente, mas abundantes en los
alimentos que en & ambiente y en los animales. El serotipo Brandenburg que ocupa
el cuarto lugar en muestras de origen humano, también es frecuente en aimentos,
sobre todo en carnes procesadas y embutidos y carne de pollo, como también lo son
S anatumy S. typhimurium (BES 1998/Vol 6/n° 14).

Tabla4. N° (%) de aisamientos de los principales serotipos de Salmonellaen
Espaiia entre 1983-1996

A. Origen humano

Af | S enteritidis| S. typhimurium| S. virchow S. ohio S. infantis
0
83 1021 504 (21,5%) 12 (0,5%) |127(54%)| 94 (4,0%)
(43,5%)
84 1382 348 (13,6%) 81(3,2%) | 78(3,0%) | 105 (4,1%)
(54,2%)
85 2016 357 (11,4%) 99 (31%) | 72(2,3%) | 52(1,7%)
(64,5%)
86 2571 344 (9,1%) 159 (4,2%) | 65(1,7%) | 49 (1,3%)
(67,8%)
87 2976 363 (8,4%) 278 (6,4%) | 61(1,4%) | 39(0,9%)
(68,8%)
83- 9966 1916 (11,9%) | 629 (3,9%) | 403 (2,5%)| 339 (2,1%)
87 (61,8%)
S. enteritidis| S. typhimurium|S. virchow | S. hadar S. bredeney
88 1500 353 (13,6%) | 225(8,6%) | 16 (0,6%) | 49 (1,9%)
(57,6%)
89 1720 ( 459 (16,2%) | 192 (6,8%) | 26 (0,9%) | 47 (1,6%)
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60,6%)
90 1692 552 (18,1%) 177 (5,8%) | 24 (0,8%) | 58 (1,9%)
(55,4%)
91 1755 799 (23,6%) | 223(6,6%) | 96(2,8%) | 31(0,9%)
(51,9%)
92 1720 835 (22,5%) | 270(7,9%) | 83(2,4%) | 38(1,1%)
(50,4%)
93 1517 815 (27,5%) 181 (6,1%) | 80(2,7%) | 28(0,9%)
(51,2%)
88- 9904 3813 (20,9%) | 1268 (6,9%) | 325 (1,7%) | 251 (1,3%)
93 (54,3%)
S. entertidis | S. typhimurium| S.virchow | S. hadar |S.
bradenburg
%} 1355 ( 930 (27,9%) | 386 (11,6%) | 131 (3,9%) | 41 (1,2%)
40,8%)
95 1618 1155 (29,9%) | 194 (5,0%) | 179 (4,6%)| 71(1,8%)
(41,9%)
96 2032 1381 (29,6%) | 145(3,1%) |334(7,2%)| 74(1,6%)
(43,6%)
9%4- 5005 3466 (29,3%) | 725 (6,1%) | 644 (5,4%) | 186 (1,6%)
95 (42,3%)
B. Origen no humano
Afo| S. enteritidis| S. typhimurium| S. infantis | S. vrchow S. ohio
83 | 24 (13,9%) 22 (12,8%) 8 (4,7%) 0 (0%) 15 (8,7%)
84 | 21(25,0%) 7 (8,3%) 6 (7,1%) 1(1,1%) 2 (2,3%)
85 | 71(41,8%) 30 (17,6%) 9 (5,3%) 1 (0,6%) 8(4,7)
86 | 171 (43,2%) 31 (7,8%) 20 (5,0%) | 34 (8,6%) 8 (2,0%)
87 | 185 (28,2%) 53 (8,0%) 9(1,4%) | 68(10,4%)| 29 (4,4%)
83- | 472 (31,9%) 143 (9,7%) 114 (7,7%) | 104 (7,0%) | 62 (4,2%)
87
S. enteritidis | S. typhimurium|S. virchow | S. anatum | S.4,12:b:-
(1)
88 | 232 (57,6%) | 88(21,8%) 46 (11,4%) | 12(2,9%) | 21 (52%)
89 [ 197(33,1%) | 102 (17,1%) | 75(12,6%) | 19(3,2%) | 28 (4,7%)
90 | 252 (46,7%) | 132 (24,4%) 43 (7,9%) | 30(5,6%) | 18(3,3%)
91 | 188(35,1%) | 128 (23,9%) 28 (5,2%) | 34(6,3%) | 33(0,8%)
92 | 292 (46,6) 148 (23,6%) | 101 (16,1%) | 31(4,9%) | 26 (4,2%)
88- 1161 598 (22,1%) | 293 (10,8%) | 126 (4,7%) | 126 (4,7%)
92 (43,0%)
S. enteritidis| S. typhimurium| S.virchow | S.derby | S. bredeney
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93 | 628 (30,4%) | 240 (11,6%) | 98 (4,8%) | 81(3,9%) | 72 (3,4%)

S S. enteritidis | S.virchow | S. hadar S. infantis
typhimurim
94 | 230 (17,7%) | 228 (17,6%) 82(6,3%) | 36(2,8%) | 35(2,7%)
95 | 283 (17,4%) | 277 (17,0%) 75 (4,6%) | 71(4,4%) | 45 (2,8%)

S. enteritidis| S. typhimurium| S.hadar | S.virchow| S. derby
96 | 183(20,8%) | 137 (15,6%) 66 (4,0%) | 39(24%) | 33(2,0%)

En e afo 1985, e Laboratorio de Enterobacterias del CNMVIS realizo por
primera vez la fagotipia de todas las cepas de S typhimurium recibidas, utilizando €
juego internacional de bacteriéfagos suministrados por e Centra Public Health
Laboratory, Colindale de Londres.

En muestras de todos los origenes se encontraron. los fagotipos (FT) 96 y €
104 con mayor frecuencia, seguidos del 66 (BES n° 1753/1986). En cuanto a las
muestras de origen humano los fagotipo de S. typhimurium més frecuentes en Espaia
fueron € 66, 96 y 104, para € afio 1985 y para muestras no humanas |os fagotipos 96
y 104 (BES n°32/1986). Para esta fecha, en Espafia no se realizaba aln €l fagotipado
de otros serotipos de Salmonella.

Para 1994 (BES 1996/Vol4/n°2), e FT 104 fue més frecuente (28,5%), pero

con tendencia a la disminucion a partir de 1992; le siguen los no tipables (21,9%) y
el FT 193 (20,3%).

En 1995 en primer lugar de frecuencia (aunque disminuye) se encuentra el
fagotipo 104 (22,9%), seguido de los no tipables (25,4%), FT 193 (15,8%) y € FT

120 que aumenta de 2,2 hasta 12,40% (BES 1996/V 014/n°18).

Grafico 1. Evolucién de los ser otipos de Salmonella aislados con mayor

frecuencia en muestras de origen humano en Espaiia (1983-1996).
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Para 1996 tenemos que en muestras de origen humano los fagotipos més
frecuentes para S. typhimurium fueron, en orden de frecuencia, e 104 (20%), 193
(13,7%) y el 120 (11%); para S. enteritidis los fagotipos 4, 6 y 1, con 45,7%, 19% y
12,1% respectivamente; y para S. virchow se describen los fagotipos 8 (44,4%) y 31
(19,4%).

Este mismo afio se dispone ya de informacion sobre los fagotipos de S
typhimurium mas importantes en muestras de aimentos (104, 193 y 110),
coincidiendo estos fagotipos con los de mayor frecuencia en muestras de origen
humano (BES 1997/V ol5/n8).

En 1997 € fagotipo 4 de S. enteritidis sigue siendo €l serotipo més frecuente,
aunque disminuye, € fagotipo 1 aumenta de manera importante, pasando de 12,1%

en 1996 a 24,2% en 1997, mientras que el fagotipo 6a ocupa el tercer lugar.

Para el serotipo Typhimurium, preocupa € aumento del nimero de cepas no
tipables, no obstante los tres méas importantes siguen siendo e FT 104, FT 120y FT
193. Los fagotipos 104b y 204 aumentan respecto al afio anterior y el 195 disminuye.
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ParaS. virchow son el FT 8, FT 31y FT 19, similar a los resultados de 1996

cuando seinicio latpificacion de este serotipo.

1.8.4. ALIMENTOS IMPLICADOS EN BROTES DE SALMONELOSIS EN
ESPANA

La salmonelosis constituye un importante problema de Salud Publica en
Espafia, siendo la causa del 50% de los brotes de origen alimentario. Es ampliamente
conocido que los productos elaborados con huevo son los principales alimentos
implicados en los brotes de saimonelosis, y sobre estos recaen medidas de control de
diversa indole, tanto a nivel nacional como en € resto de los paises europeos o en los
Estados Unidos. Asi por gemplo, en Espafia, el Rea Decreto 1254/1991 establece
las normas para la preparacion y conservacion de la mayonesa y otros aimentos de

consumo inmediato en restauracion en los que € huevo es un ingrediente.

La vigilancia epidemioldgica nos permite conocer el comportamiento de la
Salmonella y poder establecer oportunas medidas preventivas, que tienen como
objetivo identificar € aimento causante de la infeccion y evitar la diseminacion,
establecer normas de preparacion, manipulacion y conservacion de los aimentos

potencialmente infectantes o incluso detectar granjas infectadas.

En Espafia, un estudio descriptivo de la evolucion de los aimentos
implicados en brotes de Salmonella, a partir de las cepas enviadas a Laboratorio
Nacional de Referencia de Salmonella, durante el periodo 1991-1995, sefida que el
nimero total de brotes causados por Salmonella declarados a lo largo de dicho

periodo es de 172, 152, 114, 93 y 80 respectivamente para cada afio.

Los aimentos mayormente implicados en los brotes son € huevo y sus
derivados, los productos de pasteleria y la carne de aves, como puede verse en €l
Gréfico 2. El resto de los aimentos implicados. mariscos, lacteos, productos

carnicos y hamburguesas, representan frecuencias relativas menores sobre € total.
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Existe una importante variacion a lo largo de los afios de estudio en los
alimentos que contienen huevos y las aves. Los primeros estan implicados desde
375% a 17,5%, lo que corresponde una disminucion constante y significativa;
mientras que las aves sufren un aumento también constante y significativo, estando
implicadas desde un 0,6% a 2,5% sobre €l total de brotes durante estos afios. Esta
disminucion de los alimentos que contienen huevo como agentes implicados en
brotes parece estar en consonancia con la efectividad de las medidas de control
establ ecidas respecto a dicho aimento (BES 1996/V 0l4/n°17).

Grafico 2. Alimentosimplicados en brotes en Espafia (1991-1995)
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1.8.5. TRANSMISION EN LA CADENA DE PRODUCCION DE POLLOS

La contaminacion por Salmonella puede ser introducida a los pollos en
distintos puntos a lo largo de la cadena de produccion que incluyen e periodo de
crecimiento, el transporte, matanza, procesado, pesado, envasado y venta (White et
al., 1997; Hogue et a., 1998). Las consecuencias de esta bacteria en los pollos son
enfermedad humana, muertes y costes asociados a la industria y a consumidor
(Bryany Doyle, 1995).

El producto fina contaminado con microorganismos patdgenos como
Salmonella es € reflgjo de la contaminacion de las aves vivas y, por elo, las medidas
a ser tomadas en la industria para evitar la contaminacion del producto apto para
consumir deberd iniciarse en las aves vivas. Muchos factores influyen en la
contaminacion de aves vivas y procesadas. La transferencia de microorganismos a
los canadles reflgja el cuidado tomado en la planta de matanza y la carga microbiana
adquirida por las aves durante e periodo de crianza o durante el transporte a las
plantas procesadoras (Mulder, 1997).

La cadena de produccion avicola comienza con un pequefio nimero de aves
seleccionadas por sus caracteristicas comerciales como conversion alimentaria o
conformacion corporal y termina con una gran cantidad de aves en € nivel de
produccién. En la medida que la pirdmide de reproduccion desciende, hay un
aumento gradual en la densidad de almacengje, hasta 100.000 aves por érea, que a
pesar de ser favorable para €l desarrollo del ave, también introduce la posibilidad de
aumentar la diseminacion de microorganismos y de introducir enfermedades
(Mulder, 1997).

Podemos dividir la cadena de produccién en dos sectores, uno e de las
ponedoras destinadas a la produccion de huevos para el consumo humano y otro €l
de las reproductoras, que atiende la demanda de huevos para la produccion de los
polluelos que irdn a las granjas de crianza, donde estaran entre seis y Siete semanas,
antes del sacrificio (Baltai Moner, 1996).
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Se ha planteado que la Salmonella llega a las aves ponedoras y reproductoras
a través de los aimentos (piensos) y e medio contaminados (bebederos, agua,
dispensadores de alimentos y jaulas) de esta manera la Salmonella acanza € tracto
digestivo de las aves (Lahellec et a., 1986). EIl mecanismo mediante e cual
Salmonella coloniza las aves no es totalmente conocido; sin embargo, se sabe que €
ciego es @ principal sitio de colonizacion. Varios estudios han demostrado la
excrecion y disminucion progresiva de la eliminacion de Salmonella a medida que el
pollo aumenta de edad (Morris et al., 1969; Jones et al., 1991). Los pollos pueden
excretar tanto como 10 & Salmonellae por gramo de heces, pero a medida que madura
y apesar de que la Salmonella se encuentre presente en e medio o0 en el aimento, €l
nimero de bacterias excretadas tiende a disminuir a igua que e porcentgje de aves
infectadas (ICM SF, 1980).

Latransmision vertical es posible desde las reproductoras pero probablemente
Sea menos importante con cepas no invasivas. Sin embargo, €l patrén epidemiol 6gico
de S enteritidis fagotipo 4 es completamente diferente, ademas de ser un patégeno
humano frecuente, este organismo es virulento en los pollos jovenes, siendo capaz de

transmitirse verticalmente y producir alta mortalidad (Humphrey, 1989).

Se ha comprobado el desarrollo de septicemia e infeccion ovérica tras la
infeccion experimental de gallinas con S. enteritidis (Timoney et al., 1989; Gast,
1993). Esto puede llevar a una alta tasa de infeccion interna de los huevos,
pudiéndose aidar, consecuentemente, € microorganismo de la yema y Organos
internos de los pollos incubados a partir de dichos huevos infectados (Mc llroy et al.,
1989; O’ Brien, 1990; Yang, 1992).

Padron (1990) ha demostrado la posibilidad de que se produzca invasion a
través de la cascara desde el aparato reproductor de la gallina, obteniéndose un huevo
intacto contaminado (transmision vertical) tanto en su cascara, como en la yema 'y
clara. Lo que puede ocurrir en galinas infectadas por S. enteritidis de manera
artificial (inoculadas oralmente y expuestas a contacto horizontal) o de manera

natural. En e caso de las gallinas infectadas de forma natural se obtienen huevos
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contaminados en menor frecuencia'y con menor nimero de microorganismos (Gast y
Beard, 1993). Ademas de la via de los ovarios y oviductos € huevo, especificamente
su cascara, puede adquirir la Salmonella por contaminacion fecal, pudiendo penetrar
las capas y membranas durante e periodo de enfriamiento tras la puesta,
infectandose los pollos a partir de la cascara durante o después de la incubacion
(Williams et al., 1968; ICM SF, 1980).

Ademés de S enteritidis, también se ha podido aidar S pullorum, S
gallinarum, S. typhimurium y S heidelberg de ovarios de aves infectadas de forma
natural (Snoeyenbos et al., 1969; O'Brien, 1988) y se ha sugerido que la infeccién
transovarica podria ser el mecanismo de contaminacion del huevo en brotes por
samonelosis (St. Louis et a., 1988). La infeccion de las ponedoras no parece

disminuir lafertilidad de forma importante (Hopper y Mawer, 1988; Lister, 1988).

El grado de contaminacion de los huevos puede verse incrementado s éste no
es almacenado en condiciones favorables, ya que el cambio en la permeabilidad de la
membrana vitelina es dependiente de la temperatura y favorecera la invasion de
Salmonella alayema del huevo (Humphrey, 1989).

La obtencion de un huevo contaminado se ha comprobado, como se ha dicho
con anterioridad, puede dar origen de la infeccion sistémica de los pollos, con la
consiguiente infeccion de érganos internos de los mismos y simultaneamente se
puede estar produciendo la transmisiéon horizontal de la Salmonella, a través de la
contaminacion de incubadoras, jaulas, personal y equipos; contribuyendo ademas en
la transmision la pobre desinfeccién del medio y la presencia de roedores infectados
(Baskervilla et a., 1992; Holt, 1993; Gast, 1994; Van Gessen et a., 1994; Gadt,
1994; Gast y Benson, 1996).

Un peguefio porcentgje de los pollos puede fallecer, los que sobreviven llegan
a las granjas donde la crianza intensiva y € hacinamiento favoreceran la transmision
através de la contaminacion cruzada, infectandose los pollos sanos de corta edad. En
estos pollos la infeccién aguda puede durar entre 1 y 2 semanas, manteniendo luego

una excrecion intermitente de Salmonella durante las semanas restantes que deberan
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permanecer hasta alcanzar seis a siete semanas de edad. Actualmente, existe una
tendencia a sacrificarlos a menor edad, a acanzar el peso adecuado para ser
transportados hacia los mataderos (Mulder, 1997; Baltai Moner, 1996).

El proceso de carga y transporte hacia los mataderos provoca estrés en las
aves lo que se ha relacionado con los mecanismos de contaminacion endogena de las
mismas. Incluso bajo condiciones normales de transporte, puede producirse una tasa
de contaminacion cercana al 50%, sufriendo € 10% de las aves transportadas una
bacteriemia inducida por estrés, aumentando €l riesgo para el consumidor de carne de
pollo. Sin embargo, alin es necesario ampliar las investigaciones para caracterizar
este proceso de contaminacion endégena (Van Gessen et a, 1994; Mengert y
Fehlhaber, 1996).

Por lo tanto, es recomendable e reposo previo a sacrificio, ya que este
tiempo reducira la frecuencia de contaminacion (Mengert y Fehlhaber, 1996). El
estado de fatiga o excitacion de los animales agotan € glucdégeno muscular y
facilitan la permeabilidad microbiana del intestino por disminucion de los
mecanismos inmunitarios, que también facilitan la invason microbiana en la fase
agonica e incluso después de la matanza, ya que dichos mecanismos pueden persistir
después de la muerte. Igualmente, se recomienda el ayuno, a objeto de disminuir la

carga microbiana intestina y sus posibles riesgos (Pozo Lora, 1984).

Con lo cual, a matadero Ilega un porcentgje de la materia prima con carga
microbiana. Durante € sacrificio y agonia, los microorganismos transponen la
barrera intestinal, utilizando diversas vias de penetracion, bien sean las vias naturales
de los vasos sanguineos y linfaticos, o bien los propios intersticios del tegjido

conectivo muscular (Pozo Lora, 1984).

Después del sacrificio, el mecanismo de contaminacion involucra la retencion
de bacterias en una fina capa de liquido sobre la piel del animal, desde la que migran
hacia zonas mas profundas de la misma a través de pliegues y grietas (Lillard, 1989;
Thomas y McMeekin, 1980; Thomas y McMeekin, 1982; Thomas et a., 1987). Sin

embargo, € proceso de retencion comienza en las aves vivas, ya que la flora
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microbiana refleja aquella liberada del tracto intestinal y la cargada en las plumas y

en las patas.

Durante e escadado con agua caliente, donde se suele intensificar la

retencion, puede ocurrir que:

- La Salmonella sea eliminada por |as altas temperaturas

- Que floten y se dispersen en € agua

- Que sobrevivan y se redistribuyan en e mismo u otros canales (Bryan
y Doyle,1995).

Existen dos tipos de escaldado, uno suave a 50-52° C y uno fuerte a 58°C 6
mas. El primero se usa, principalmente, en € caso de pollos frescos y e segundo
para los pollos que se congelaran, los cuales representan € mayor riesgo potencial
(Humphrey, 1989).

El escaldado suele conllevar a la contaminacion tanto de la superficie de los
canales como de tegjidos profundos (Mulder et al., 1976; Mulder et a., 1978; Lilliar et
al., 1987). Es ineficaz en la remocion total o eliminacion de los microorganismos
fijados a la piel del pollo (Notermans y Kampelmacher, 1975) y los que sobreviven
al escaldado son dificiles de remover en estadios posteriores del procesamiento

(Notermans y Kampelmacher, 1975; Humphrey, 1989).

La retencién continla y € nivel de contaminacién se relaciona con la
concentracion microbiana en las aguas de procesado (McMeekin y Thomas, 1978).
El escaldado abre los foliculos de la pluma para facilitar la remocién de la misma,
éstos permanecen abiertos a lo largo del procesamiento hasta € momento del
enfriamiento del canal, cuando se cierran reteniendo dentro los microorganismos.
Alli se resisten a ser removidas por las subsecuentes operaciones de lavado,
adandose con més frecuencia Salmonella en esta fase, asi como otros

microorganismos aerobios y Staphyloccocus, relacionados con la difusién de
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bacterias en las maquinas desplumadoras y su inadecuada limpieza (Notermans y
Kampelmacher, 1975; Bryan y Doyle, 1995).

Por otra parte, esta operacion genera aerosoles, y los microorganismos
pueden alcanzar otros canales, equipos, trabagjadores y otras superficies ambientales.
Es frecuente aidar Salmonella de los dedos de los guantes de goma usados para
quitar las plumas (Kotulay Kinner, 1964; Patterson, 1973; Oosterom, 1985).

Se ha comprobado tras visualizacion mediante microscopio electronico que,
después de la eiminacién de las plumas previo sometimiento a inmersién en agua
caiente, la epidermis es removida, y e tgido dérmico queda expuesto,
produciéndose contaminacién por microorganismos presentes en € equipo de
desplumar (complicado de limpiar y descontaminar). En subsecuentes estadios del
proceso, tales como e lavado por inmersién y € enfriamiento de los canales en
tanque, se facilita la diseminacion de Salmonella de un cana a otro (Thomas y Mc
Meekin, 1980; James et al., 1992; Lahellec y Calin, 1984; Mulder, 1997).

Mas adelante, microorganismos como Salmonella se adhieren a materia
polisacarido y a material que rodea las fibras de colageno (Firstenberg, 1981,
Thomas y McMeekin, 1981; Thomas et a., 1987). La adherencia es rapida,
aproximadamente de 15 segundos de exposicién, pero el atague €s un proceso
dependiente del tiempo (Lillard, 1985). Aparentemente, la bacteria es transferida
desde la capa de agua sobre la superficie a la piel en la medida que aumente €l

tiempo de inmersion (Lillard, 1986).

Inicialmente, durante la fase logaritmica de crecimiento, las bacterias estén
confinadas a la superficie de la carne. La carne sufre modificaciones desde €l
momento en que se sacrifica e animal; estos cambios son debidos a enzimas
tisulares, enzimas microbianos y a la oxidacion de los lipidos. Estos cambios
degradativos, autoliticos, rompen € tegjido conectivo entre las fibras musculares y
convierten a la carne en un substrato favorable para e crecimiento microbiano
trayendo como consecuencia la penetracién de la bacteria en la carne (Gill y Penney,
1977; Pozo Lora, 1984).
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Durante la evisceracion, continua la transferencia de microorganismos desde
los canales a las manos de los trabagjadores y a equipo, utensilios y superficies que
tengan contacto con los canales. El corte del tracto intestinal o la manipulacion
violenta durante la extraccion de las visceras tanto por parte de los trabajadores como
por equipo mecanico contribuye a la diseminacion de material fecal, contaminandose
los siguientes canales. Usando un marcador bacteriano, se demostré que los
siguientes 42 canales se contaminaban y que hasta el nimero 150, pueden aparecer

algunos canales esporadicamente contaminados (Stewart, 1965).

La remocion de las visceras, por lo generd, se lleva a cabo de forma
automética. El equipo es caibrado para aves de un tamafio y peso particular. Las
variaciones naturales que puedan presentarse traen como consecuencia la ruptura del
paguete intestinal y la contaminacion de los canales y del equipo con € contenido
intestinal, con la consecuente contaminacion de los siguientes canales (Humphrey,
1989).

Los canales de pollo son enfriados bien por inmersion en agua fria o por
réfagas de aire frio; el primer caso se usa principalmente en e caso de pollos que

serén congelados y € segundo para pollos frescos.

Los equipos usados para pesar, cortar y separar en piezas, empaquetar y
conservar, entre otros, juegan un papel importante en la contaminacién cruzada. Se
contaminan con Salmonella a partir de los canales y las partes del producto final se
contamina en mayor proporcion que los canales de los que fueron obtenidos (Bryan
et a., 1968).

Finalmente, €l producto contaminado llega a los puntos de venta 'y de ali a
restaurantes, hoteles, ingtituciones, hogares, etc., hasta alcanzar € individuo

susceptible.

El agua de descongelacion del producto congelado es una fuente importante
de Salmonella y tiene importancia en la contaminacion cruzada que se produce en las

superficies de cocina. Es importante una completa descongelacion del producto antes
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de cocinarlo, ya que esto reduce la posbilidad de que €& ave sea cocida

i nsuficientemente.

S no se prepara adecuadamente y no se toman las medidas higiénicas
necesarias para su manipulacion puede resultar en infeccion alimentaria, bien por su

propio consumo o por contaminacién cruzada de otros alimentos.

En resumen, la contaminacién por Salmonella de los pollos ocurre antes de
entrar a la planta procesadora, a partir de una diversidad de fuentes en las granjas,
introduciendo estos patdégenos en la planta y disemindndose por contaminacion

cruzada en e medio de procesamiento.

AUn en plantas dotadas de modernos mecanismos sanitarios la Salmonella
sigue estando presente a través de las diferentes operaciones de procesamiento. El
escaldado, la extraccion de la plumas, la evisceracion y la separacion en menudillos

son los puntos de mayor transferencia de microorgani Smos.

A menudo es mayor € numero de canales y porciones procesadas
contaminadas que € numero de animales vivos infectados o contaminados que

Ilegaron a la planta para su sacrificio.
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1.8.6. SITUACION INTERNACIONAL DE LASSALMONELASNO TYPHI

Laincidencia Salmonella typhi ha bajado significativamente a nivel mundial,
en especia en paises desarrollados, debido a la improvisacion de la higiene de los
aimentosy e tratamiento del agua. A diferencia de esto, laincidencia de infecciones
por salmonelas no typhi ha aumentado draméticamente a partir de la década de los
ochenta (Miller et a., 1995).

De esta manera, sdlo en Estados Unidos se estima que se producen entre 2-4
millones de casos de salmonelosis cada afio y a menos 500 defunciones (Ravenholt
et a., 1996). Aproximadamente, 40.000 de estas infecciones se confirman mediante
cultivos microbiol6gicos. Las cepas son serotipadas y notificadas por €l Center for

Diseases Control (CDC) através del Sistema Nacional de Vigilancia de Salmonella.

En 1991, S. typhimurium fue e serotipo més frecuentemente aislado, a pesar
del aumento de los aisamientos de S. enteritidis que para 1995 ya ocupa € primer
lugar de frecuencia, respondiendo por €l 25% de los 40.720 casos confirmados por

cultivo y serotipificacion

Se han descrito brotes epidémicos por diferentes serotipos relacionados con
diversas fuentes, por gemplo, brote por S. enteritidis relacionados con huevos en el
noreste de Estados Unido; S hadar relacionados con patitos mascotas en
Connecticut, Maryland y Pensilvania (Editoriad JAMA, 1992); S arizonae
relacionado con la ingestion de carne de serpiente vendida como medicina folklérica;
S. munchen con Marihuana contaminada; S. dublin con leche no pasteurizada e
inyeccion de higado de res como tratamiento aternativo de enfermedades malignas,

S poona con melonesy S. javiana con tomates (Miller et a., 1995).

El mayor brote de saimonelosis en Estados Unidos ocurrié en Chicago en
1984. Aproximadamente 200.000 individuos adquirieron S. typhimurium através de
leche pasteurizada contaminada. El brote fue causado por un organismo con un

plasmido con inusual patron de resistencia. Aunque la causa real de la contaminacion



Revision y Antecedentes

no pudo ser demostrada, se cree que se debid a la contaminacion de la leche después
de pasteurizada con leche no pasteurizada (Miller et al., 1995).

En los paises desarrollados la salmonelosis esta relacionada con € consumo
de aves de corral y huevos. Los huevos insuficientemente cocidos son una fuente
comun de S. enteritidis. Brotes por €l fagotipo 4 de S. enteritidis en Estados Unidos

y Reino Unido han sido debidos a la ingestion de huevos contaminados.

Durante 1988-1992, en los brotes de salmonelosis transmitida por alimentos
notificados por e CDC, de los que se conoci6 € alimento implicado, el consumo de
pavos y huevos representaron € 4% y 14% de los casos, respectivamente. Ademas,
los huevos y alimentos con huevos como ingrediente principal fueron la causa del
64% de los brotes por S. enteritidis. Estos brotes relacionados con huevos estan
ligados a los fagotipos 8 (68%) y 13a (20%) de S. enteritidis (Hickman-Brenner et
al., 1991), asociandose € fagotipo 8 en un 58% con aves de corra y 24% con otros
animales. En cuanto a los aislamientos en muestras humanas de casos esporadicos
encontramos en orden de los fagotipos 8 (48%), 13a (37%), 14b (8%), 9% (3%) y 13
(2%), con distribucién semejante en aislamientos producto de brotes (Rodrigue et al,
1992).

El nimero de casos de salmonelosis en los Estados Unidos ha mostrado un
constante aumento a partir de 1960. Aunque parte de este aumento puede atribuirse
al avance de las técnicas de deteccion y notificacion; sin embargo, ésta tendencia
ilustra bien laimportancia que la Salmonella sigue teniendo como problema de salud
publica (Wagner y McLaughlin, 1986). En €l afio 1985, existe un incremento en €l
numero de casos, debido a la ocurrencia de un brote por S. typhimurium en Illinois.
Posteriormente, la tendencia es a la disminucion del nimero de casos, con seguridad
debido a las medidas sanitarias adoptadas. A partir de 1995, S typhimurium es el
serotipo més frecuente y el responsable del mayor nimero de brotes tanto en Estados
Unidos como en Canada (Todd, 1990). No obstante en New England y los estados
americanos del noreste, S enteritidis, continua siendo un serotipo importante dado el

aumento en & niimero de casos.
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Los serotipos de Salmonella spp., que con mayor frecuencia causan
enfermedad humana transmitida a través de los pollos incluyen, en orden
descendente a S heidelberg, S hadar, S. typhimurium, S. enteritidis y S. berta. Estos
serotipos representan mas del 50% de los aislamientos en pollos. Mientras que los
serotipos identificados con mas frecuencia de fuente humana en los Estados Unidos
fueron, S typhimurium, S enteritidis, S heidelberg y S newport. Estos serotipos

representan aproximadamente el 65% de |os serotipos conocidos.

S newport es e serotipo aislado en menor frecuencia, asocidndose con
enfermedad humana s6lo en un 4-6% de los casos en Estados Unidos. Sin embargo,
este serotipo juega un papel importante en el Estado de Arkansas, como causante de
enfermedad. No es un serotipo asociado con frecuencia a las aves, derivados de aves
o plantas de procesado de aves, sino més bien al ganado y a sedimento del agua
fresca

Aungue S. typhimurium puede ser encontrada en pollosy S heidelberg es el
serotipo asociado a pollos que mas frecuentemente afecta a los humanos, sin
embargo, la prevalencia de enfermedad humana por estos dos serotipos en Arkansas
fue inferior (25% y 5% respectivamente) que en € resto de los Estados Unidos (36%
y 10%) (Schutze et al., 1995).

En Canada, S. typhimurium ocup6 e primer lugar con 20,3%, seguida de S
enteritidis (12,5%), S. heidelberg (12,0%) y S hadar (10,9%) (Lior y Khakhria,
1992). Los fagotipos 8, 13 y 13a de S enteritidis son los mas frecuentes tanto en
pollos como en humanos (Poppe, 1994). El 13 est4 asociado ocasionalmente con
septicemia y mortalidad en pollos y se ha aidado de 6rganos reproductores y
contenido cecal de ponedoras (Poppe et a., 1993). El fagotipo 4 no se encuentra en
pollos en este pais pero si en muestras de origen humano, a diferencia de lo que
ocurre en & Reino Unido donde este fagotipo ha sido aislado en 81% de fuentes

humanas y en un 71% de aves de corral (Poppe, 1994).

En paises mas cercanos al entorno de Espafia como ltalia, S. enteritidis se ha

convertido en los Ultimos afios en un importante problema sanitario. Durante €

- 66 -



Revision y Antecedentes

periodo de 1982 a 1992, el porcentaje de aislamientos de este serotipo ha aumentado
de 2,4% a 57,1% en muestras de humanos y de 0,5% a 22,8% en alimentos. El
fagotipo 4 responde por € 76,8% de los aislamientos.

La causa de este incremento se atribuye a consumo de productos que
contienen huevos crudos o mal cocidos. Los aidamientos de aimentos se
correlacionan generalmente con brotes, siendo & 60,2% aislados en huevos y
derivadosy € 15,3% de carne de pollo (Fantasiay Filetici, 1994).

En & sur de Italia el aumento de S. enteritidis observado a partir de 1990 ha
sido asociado en aproximadamente un 80% a fagotipo 4, seguido en menor
frecuencia de los fagotipos 8 y 1 en muestras de origen humano de casos esporadicos
y brotes; en concordancia con observaciones epidemiolégicas del resto del paisy de

otras naciones europeas (Nastas et al., 1993; Nastas y Mammina, 1996).

En e Reno Unido desde mediados de los afos sesenta se han observado
oscilaciones en la notificacion del nimero de casos de enfermedades transmitidas por
alimentos. Los brotes de infeccion aimentaria han sido mucho mas difusos en su
presentacion, ocurriendo como incidentes localizados en un banquete de matrimonio,
en e hogar o en la escuela, como consecuencia de los constantes cambios en €

patrén nacional o internacional de distribucién de alimentos.

En Inglaterra y Gaes de todos los vehiculos identificados de infeccidon, la
carne de pollo es una de las mas importantes, respondiendo por € 54% de los brotes
conocidos entre 1980-1986 (Humphrey, 1989). Este importante papel de la carne de
pollo como vehiculo de infeccion aimentaria y en particular en la salmonelosis se

sigue observando en |os afios subsecuentes (Sharp, 1991).

A pesar de que en e Reino Unido, a comienzos de la década de los ochenta
menos de un 10% de las infecciones humanas por Salmonella eran debidas a S

enteritidis, ésta aumentod hasta un 50% de los casos en 1989, dos tercios de los cuales
correspondian a fagotipo 4, (Sharp, 1991) a diferencia de Estados Unidos donde
estan implicados fundamentalmente los fagotipos 8 y 13a (Morris et al., 1992). La
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infeccion en humanos por fagotipo 4 de S enteritidis en Inglaterra est4 asociada al

consumo de huevos crudos o productos derivados (Cowden et al., 1989).

En Escocia entre 1980-1989 e 84% de |os brotes tenian como agente causal a
Salmonellae, identificandose la carne de pollo como responsable en un 55% de los
brotes en los que fue conocido € vehiculo. S typhimurium fue causante de 39% del
total de brotes, S. enteritidis del 39% y S virchow del 12%. Entre 1980-1985, se
aida S typhimurium con mayor frecuencia, mientras que a partir de 1986 fue méas
frecuente S enteritidis. Otros serotipos aislados a menos con ata frecuencia en la
década estudiada incluyen a: S. stanley, S heidelberg, S. agona, S. saint-paul, S
infantis, S. bredeney, S hadar, S. panama, S montevideo y S. anatum (Oboegbulem
et a., 1993).

Los fagotipos de S. typhimurium identificados con mayor frecuencia fueron €l
110, 49, 10, 204, 12, 193, 66, 170 y 195. Para S. enteritidis fueron los fagotipos 4 y
8. Si bien, e fagotipo 8 predomina entre 1980-1985 y e fagotipo 4 a partir de 1986.
El elevado nimero de casos por S enteritidis, particularmente entre 1985-1989,
corresponde a un marcado incremento en la incidencia del fagotipo 4, en especia en
productos como la carne y huevos de aves (Oboegbulem et a., 1993), smilar a lo
que ocurre en Irlanda donde el fagotipo 4 de S enteritidis es el mas frecuente en

pollos frescos y congelados (Wilson et a., 1996).

Por su parte, en Dinamarca la infeccion por Salmonella es la principal causa
de gastroenteritis. El nimero de caso informados anualmente ha aumentado a partir
de 1980 hasta 1988 cuando alcanz6 su maximo. Los serotipos més frecuentes son S
typhimurium y S enteritidis. Después de 1988 se presenta una disminuciéon en €
total de casos, pero en fechas recientes la prevalencia ha aumentado nuevamente. En
particular durante 1992, cuando ocurrio un aumento del 40% de los casos en
comparacion con 1991, aisandose S typhimurium (1.397) y S enteritidis(1158)
(Baggesen y Wegener, 1994).

En & ganado vacuno y especiamente en las aves de corral se ha detectado un

alto grado de contaminacion, estando implicados estos productos alimenticios como
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fuente mayoritaria de salmonelosis humana en Dinamarca (Baggesen y Wegener,
1994).

En cuanto a S typhimurium, en este pais entre 1988-1993 se encuentra
involucrado en e 50% de los aislamientos el fagotipo 12 (asociado mas con la carne
de cerdo), y los fagotipos 66 y 110 (relacionados con las aves de corral). En este
periodo € fagotipo 12 aumenta de un 4% a 55,2%, mientras que disminuyen los
fagotipos 66 de 40,1% a 3,9% y 110 de 27,8% a 4,8% (Baggesen y Wegener, 1994).

En Eslovaquia, antes de 1989 S. typhimurium era el serotipo mas frecuente de
Salmonella. Sin embargo, S. enteritidis (fagotipo 8) se ha convertido en & més
frecuente desde 1990. Los resultados de la investigacion epidemiolégica en
mataderos de aves y plantas de procesamiento en Eslovaguia indican una frecuencia
de 3,4% en 1994. Los datos epidemiolégicos muestran una cercana relacion entre
brotes por Salmonella en humanos y e consumo de carne de pollo, huevos crudos o
mal cocidosy sus derivados (Cabadg) et al., 1995).

En Tailandia, un pais fuera del entorno geografico de Espafia, se ha
observado que en las dos décadas pasadas, ha ocurrido un importante incremento de
los aislamientos de S. enteritidis a partir de 1990. Las razones a las que se atribuye
este aumento de los casos humanos se relaciona con e incremento registrado en
muestras de pollo y carne de pollo, desde un 1,4% en 1990 hasta 16,7% en 1993, ya
gue en otras fuentes no ha ocurrido aumento significativo (Sakai y Chalermchaikit,
1996)

Ademas, un estudio realizado por Saitanu et al. (1994) sobre la ocurrencia de
Salmonella en pollos crudos y sus derivados en Tailandia, revela que S enteritidis
tenia una frecuencia del 7,9% después de S. blockley (12,8%) y S. virchow (12,5%).

No se dispone de informacion sobre los fagotipos.

Hasta 1969 e aislamiento de Salmonella en casos de diarrea en Argentina
estaba por debagjo del 6% en comparacion con otros agentes enteropatégenos; sin

embargo, a partir de este afio comienza a observarse un incremento que ha alcanza un
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32%, siendo S. typhimurium y S, oraniemburg |os serotipos que prevalecen durante
varios afos. A partir de 1986 aumenta de forma destacable S enteritidis, poco
aidada hasta la fecha, ocupando en 1990 & primer lugar y € segundo lugar tras S.
typhimuriumy S infantisen 1991 y en 1992 respectivamente, en muestras de origen
humano (Caffer y Eiguer, 1994).

Entre 1986 y 1993 se notifican en Argentina un total de 150 botes de
infeccion alimentaria causados por S. enteritidis, en 18,6% de ellos se pudo aislar
éste serotipo tanto de pacientes como del aimento involucrado. Los alimentos que
contenian huevos crudos o mal cocidos, como mayonesa casera, helados y salsas

fueron las principales fuentes de infeccion (Caffer y Eiguer, 1994).

-70-



Revision y Antecedentes

|.8.7. RED DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA EUROPEA

En Enero de 1994 se hace operativa en Europa una red de trabgo de
vigilancia de salmonela en humanos. Salm-Net, sus objetivos son prevenir la
salmonelosis humana dentro de la Unién Europea a través del fortalecimiento de la
vigilancia de Salmonella en humanos, basada en € laboratorio y la creacion de una
base de datos disponible a todos los participantes. Es fundada por DG XlI de la
Comision Europea bajo e Programa BIOMED 1.

Esta red de trabgo estd integrada por microbiélogos y epidemidlogos,
responsables de la vigilancia nacional de las salmonelas en 14 paises europeos.
También se pretende con esta red, unificar los esquemas de fagotipado de S
enteritidis, S. typhimuriumy S. virchow.

Desde su puesta en marcha ha facilitado € reconocimiento e investigacion de
diferentes brotes en Europa. El primero por S. agona ligado a un aimento importado,
el segundo en Marzo de 1995 por S. tosamanga, un serotipo muy raro, del que se
dieron 28 casos humanos en seis paises europeos en un periodo de cinco meses sin

Ilegar atener evidencia definitiva paraimplicar a un solo producto (Fisher, 1995).

El tercero de los brotes ocurrié en Noviembre de 1995 en Suiza, causado por
S dubliny atribuido a consumo de queso hecho con leche de vaca cruda producido
en la region francesa del Doubs fronteriza con Suiza. En Diciembre, se presenta un
brote en Francia por este mismo serotipo y se hace la correlacién de estas dos
informaciones gque sugirieren que e queso podria estar asociado con €l brote francés.
La mayor incidencia se presenta en la zona de produccién del queso. El lisotipo 43
de S dublin fue aisado del queso y de 21 de los 25 pacientes franceses. Basado en
estos resultados se tomaron las medidas de control pertinentes y se demostro e valor
de esta red de trabgjo de vigilancia internacional en la investigacion de brotes
(Vaillant et al., 1996).
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Los datos de la vigilancia son de gran valor para identificar las tendencias en
términos de la salud publica durante un periodo de tiempo. A corto plazo €
reconocimiento y la investigacion de brotes y a largo plazo las tendencias en
incidencia y prevalencia de la enfermedad a fin de determinar necesidades vy
evaluacion de las intervenciones. Es por ello que uno de los objetivos de Salm-Net es
crear una base de datos europea de aislados de salmonela en humanos. Una parte de
estos datos recolectados en siete paises de Europa occidental (Austria, Esparia,
Escocia, Suiza, Suecia, Holanda e Inglaterra y Gales) ha sido analizado en un
articulo publicado en e Eurosurvillance en € que se revisa los serotipos més
frecuentes entre 1993-1995 (Fisher, 1997).

El 75% de |los aislados corresponden a S. typhimurium y S enteritidis durante
los tres afios estudiados, pero su incidencia relativa ha cambiado en la zona. S
enteritidis ha disminuido, mientras que S typhimurium ha aumentado
consistentemente. La aparente disminucion de S. enteritidis puede indicar que las
iniciativas de salud publica para mejorar la higiene entre los manipuladores de
alimentos y e publico y € control de la infeccion en las aves han tenido efecto. Sin
embargo, todavia es una fuente significativa de enfermedad en Europa (Fisher,
1997).

Lainfeccién por S. typhimurium es un problema emergente. La mayoria de
los aidados en Inglaterra y Gales son cepas multiresistentes, 1o que reduce las
opciones terapéuticas en caso de infeccion invasiva. Hay evidencia de cepas
multiresistentes emergiendo en otros paises de Europa, como Alemania, Austria
(Fisher, 1997) y en Dinamarca (OMS, 1998).
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1.8.8. EL PAPEL DEL COMERCIO INTERNACIONAL DE ALIMENTOS

La distribucion global de los aimentos 'y €l constante movimiento de vigjeros
alrededor del mundo facilita las oportunidades para ampliar la diseminacion de
patdgenos, permitiendo la introduccidn de nuevos serotipos de Salmonella dentro de

los limites geograficos de los paises importadores (D’ Aoust, 1994).

En e mercado de importacion-exportacion figuran como principales
vehiculos para la infeccion humana, las frutas y vegetales frescos, las especias,

guesos y productos de acuicultura.

En un estudio exhaustivo de 1.5 millones de cepas de Salmonella de origen
humano y no humano aisladas entre 1934 y 1975 en 109 paises, Kelterborn (1979)
encuentra claramente a S, typhimurium, S. enteritidis, S. infantis, S heidelberg, S
newport y S dublin como los serotipos predominantes en el periodo de andlisis. Sin
embargo, no se puede desestimar el riesgo potencial para la salud de los aimentos
contaminados con cualquiera de los mas de 2000 serotipos de Salmonella restantes
(D’Aoust, 1994).

La ubicuidad de las saimonelas en e medio natural y en varios sectores de la
industria agro-alimentaria subraya la importancia de estos patdgenos en la cadena
alimentaria en genera y su papel como agentes causantes de enfermedad humana.
Esto se ve claramente en los registros epidemiolgicos nacionales de paises como
Francia, Espafia, Inglaterra y Gales, donde € numero de brotes de infeccion
alimentaria por Salmonella tiende a hacerse cada vez mayor frente a otras bacterias
patdgenas (D’ Aoust, 1994).

El marcado aumento de la poblacion humana ha impuesto mayores demandas
a los productores agro-alimentarios. Aungue las précticas intensivas de cultivo han
demostrado ser técnicamente factible y comercialmente viables, el método tiende a
disminuir la calidad y seguridad de los alimentos obtenidos. Por gemplo, las

précticas de manejo aplicadas a la industria avicola verticalmente integrada favorece
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la presencia de alto grado de contaminacién en los canales. Algo similar puede

decirse que ocurre en laindustria carnica de porcino y bovino.

Un fendbmeno secundario a la importacién de productos contaminados con
Salmonella es la emergencia y subsecuente persistencia o desaparicién de nuevos
serotipos en la poblacion humana a escala nacional. Por ggemplo, S agona fue por
primera vez introducida en Inglaterray Gales en 1969 a través de la importacién de
de pescado contaminado procedente de Per(d, disemindndose este serotipo
rapidamente en las granjas de aves de corra y ganado porcino (McConnell et al.,
1973). Una situacion similar ocurrié en Italiay en Estados Unidos, donde también el
pescado de origen peruano fue € responsable de la introduccién de S. agona. En
Estados Unidos este microorganismo tiene un pico de incidencia en 1976, con una

progresiva disminucién entre 1976-1988 (Fox, 1974).

S hadar es otro gemplo del potencial impacto de las précticas de agricultura
sobre la dinamica de las infecciones humanas por Salmonella. Desde su aparicion en
pavos a través del uso de piensos contaminados, éste serotipo inmediatamente se
convirtio en uno de los agentes importantes de enfermedad humana en Inglaterra y
Gales desde 1970-1978 (Rowe, 1980). Tiene un pico de incidencia en 1978, tras €
cual € nimero de infecciones humanas atribuidas a S. hadar disminuye rapidamente

en los afos siguientes hasta un rango similar a que tenia a su emergencia.

Otro geemplo es e serotipo S. eastbourne que fue introducido en Estados
Unidos y Canada después del mayor brote de salmonelosis humana por chocolate
con leche contaminado (Craven et al., 1975). La incidencia de éste agente infeccioso
alcanza su pico en 1974 en ambos paises y retorna répidamente a niveles bajos de
ocurrencia, sugiriendo que e organismo no encontré un nicho ecoldgico adecuado

para su supervivenciay proliferacion.

Esta creciente demanda mundial de alimentos ha llevado a un mayor
movimiento internacional de productos alimenticios. Los comestibles de paises del
tercer mundo no siempre alcanzan la calidad bacteriana de aguellos producidos en

naciones més industrializadas debido a las deficientes condiciones sanitarias que
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prevalecen en estas zonas geogréficas y al limitado control aplicado a los productos
exportados. Esta situacion representa un claro reto para las agencias reguladoras y
mayoristas, a la vez que un mayor riesgo para los consumidores de los paises
importadores (D’ Aoust, 1994).
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1.9. DIAGNOSTICO
1.9.1. DIAGNOSTICO CLINICO EPIDEMIOLOGICO

La salmonelosis es una enfermedad bacteriana précticamente indistinguible
de la causada por otros enteropatégenos. Es considerada una enfermedad transmitida
por aimentos, debido a que su modo de transmision predominante son |os alimentos
contaminados. Comunmente se manifiesta como una enterocolitis aguda con
aparicion brusca de cefalea, cdlicos, diarrea, nauseas y a veces vomitos. Puede haber
deshidratacion severa, especialmente en nifios. Casi siempre se acompaiia de fiebre.

La anorexiay diarrea a menudo persisten varios dias.

S6lo una pequefia proporcion de casos se diagnostican clinicamente, y a
penas un 1% de estos se notifica. La incidencia es mayor en nifios, pero la
enterocolitis por Salmonella puede presentarse en forma de pequefios brotes en la
poblacion general. No obstante, la mayoria de los casos de salmonelosis ocurren en
adultos sin que aparezca ningun tipo de sintomas o0 solo presenten cefaeas y
ocasionales deposiciones diarreicas. Estos casos no son diagnosticados, salvo que se
busquen en € transcurso de una investigacion epidemiol6gica de un brote colectivo,
pero dada la sintomalogia leve y la evolucion autolimitada, la gran mayoria de los
pacientes no reciben atencion médica y gran parte de los que se presentan fuera de

brotes epidémicos, son diagnosticados como gastroenteritis viricas.

En cuanto a las formas sintométicas, alin permanecen sin aclarar pese d
estudio intensivo de las infecciones por Salmonella, los mecanismos por los cuales

las salmonelas no typhi causan enterocolitis (Miller et al., 1995).

La clinica aparece de forma slbita después de la ingestion de un numero
elevado de bacterias vivas (10°-10°) y por lo general tras un periodo de incubacion de
6-48 horas, caracterizado por diarrea de moderado volumen en la mayoria de los
casos, Sin sangre ni moco, ocasionalmente muy acuosa. Nauseas y vomitos de

variable volumen e intensidad, dolor abdominal tipo célico y febricula (38°C). En
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casos graves puede aparecer fiebre dta 'y sangre en las heces y deshidratacion. La

diarrea a veces va precedida de escalofrios y cefadalgia

Otros sintomas de la enfermedad son abatimiento, debilidad muscular,
mialgias, lasitud y somnolencia. La intensidad de los sintomas puede oscilar desde
un ligero maestar y la existencia de diarrea hasta la muerte en 2-6 dias, siendo la
mortalidad muy baja, menor del 1%, excepto en los muy jévenes, ancianos e
inmunodeficientes. Sin embargo, la morbilidad y sus costos asociados pueden |legar

aser muy altos.

Los sintomas suelen persistir durante 2-3 dias, aunque algunos autores
consideran de 3 a 15 dias, transcurridos los cuades la enfermedad cura
espontdneamente sin complicaciones, bastando solo una terapia sintomatica, aunque

a veces se puede prolongar durante semanas e incluso meses.

Al inicio de la enfermedad, particularmente en nifios pequefios y ancianos
puede producirse una bacteriemia transitoria que pasa clinicamente desapercibida y
gue por €l contrario suele ser persistente y grave en pacientes con enfermedades
debilitantes, dando entonces la sintomatologia caracteristica de la sepsis por
organismos gram-negativos (fiebre alta, escalofrios, leucocitosis o leucopenia, que

puede evolucionar a hipotension con frialdad en los pies, cianosis y progresar a shok

septico).

A partir de lainfeccién inicial, ademés de poder desarrollarse una septicemia,
también puede ocurrir una infeccion focal. El agente infeccioso puede, raramente,
localizarse en los tgjidos del organismo, produciendo abscesos y causando artritis
septica, colecistitis, endocarditis, infeccion intravascular, meningitis, pericarditis,

neumonia, ostemielitis, piodermitis o pielonefritis (Benenson, 1990).

Después de resolverse la gastroenteritis, la excrecion de salmonelas no typhi
en las heces dura de 4-5 semanas. Menos del 10% de los pacientes convalecientes

excretan con las heces salmonelas mas alla de la décima semana
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La salmonelosis puede presentarse como casos esporadicos 0 como casos

pertenecientes a un brote epidémico.

Un “brote de enfermedad transmitida por alimentos’ se define como un
incidente en el cual dos 0 mas personas padecen una enfermedad de caracteristicas

similares como resultado de la ingestion de un alimento coman.

Antes de 1992, existian tres excepciones para esta definicion: un caso Unico
de botulismo, la intoxicacion por quimicos, 0 los envenenamientos por toxinas de
origen maritimo constituian un brote de enfermedad transmitida por alimentos s se
demostraba su etiologia. Desde inicios de 1992, se considera un brote de enfermedad
transmitida por alimentos a dos 0 méas personas que enfermen por estas causas (Bean
et a., 1996).

Para llegar a diagndstico clinico epidemioldgico de un caso esporadico o
brote de sailmonelosis ha de tenerse en cuenta el periodo de incubacion, los signos'y
sintomas presentes en € o los pacientes y los criterios microbiolégicos de
confirmacion, una vez que se ha hecho e diagndstico diferencial con otras

enfermedades de origen microbiano transmitidas por alimentos.

El periodo de incubacion de la saimonelosis esta entre 6 horas y 10 dias,
habitualmente 6-48 horas y los sintomas suelen ser diarrea, a menudo con fiebre y
dolores abdominales (Bean et al., 1996).

Los objetivos de la investigacion epidemioldgica que se realiza ante todo
brote 0 situacion epidémica son conocer la extension y magnitud del brote;
identificacion de los aimentos implicados; aisamiento del agente causal y la fuente
de contaminacion y determinar los factores que contribuyeron a la presencia,
crecimiento y supervivencia de los agentes etioldgicos. El fin principal de ésta
investigacion es adoptar, 10 mas pronto posible, las medidas necesarias y oportunas
gue eviten la distribucion, venta o consumo del alimento implicado, para asi

controlar €l brotey evitar la aparicién de nuevos casos.
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Otros fines son orientar e tratamiento y establecer las medidas preventivas

para evitar futuros brotes al poder intervenir sobre los factores contribuyentes.

Los elementos de una buena investigacion epidemioldgica son € estudio
descriptivo, € andlisis epidemiologico de los factores de exposicion, € estudio

medioambiental y de higiene de los alimentos y €l estudio analitico.

El estudio descriptivo servira para caracterizar el brote en términos de
tiempo, lugar y persona. La descripcion del tiempo debe recoger e momento (hora 'y
dia) en que comenzaron los sintomas 'y se consumio el alimento sospechoso. Permite
identificar é momento de inicio y finaizacion del suceso ocurrido, conocer €
periodo de incubacién y establecer la hipétesis acerca del microorganismo

responsable y del momento en que ocurrié la exposicién.

La descripcion del lugar recoge la localizacion geogréfica de los casos y
orienta hacia la magnitud y extension del brote. Permite establecer la hipétesis acerca
del lugar donde se produjo la contaminacion del alimento y conocer los aspectos
relevantes referidos al sistema de abastecimiento de los alimentos implicados en la
zona afectada.

Por dltimo, la descripcion de las caracteristicas de persona: edad, sexo,
sintomas, ocupaciones, etc. Con estos datos se puede realizar € diagnostico de la
enfermedad y ademas conocer cual fue la poblacion expuesta y sus experiencias
comunes. alimentos consumidos, fuentes de abastecimiento y otras actividades, que
permitiran conocer la fuente de infeccion y el modo de transmision del brote. Con los
datos obtenidos en el estudio descriptivo se estableceran la hipétesis acerca del

microorganismo implicado, la fuente de infeccion y e modo de transmision.

El analisis epidemioldgico de los factores de exposicion, que no son més
gue el factor a que estuvieron expuestos o todos los alimentos consumidos por todas
las personas, tanto las que enfermaron como las que no enfermaron, para buscar la

causa del brote mediante la identificacion de asociaciones causales y la medicion a
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través de pruebas estadisticas de magnitud, precision y significacion de dicha

asociacion. Esto servira para confirmar la hipétesis y conocer o ocurrido.

Tanto e estudio descriptivo como el andlisis epidemiolégico se realizan
basdndose en los datos obtenidos en las encuestas epidemioldgicas, un modelo de
éstas es la Encuesta aimentaria de la Direccion General de Salud Publica del
Servicio Canario de Salud.

L as encuestas son fundamentales en toda investigacion y permiten adoptar las
medidas de control del brote. Es importante que se cumplimenten todos |os apartados
de la misma, es funcion del persona médico y de enfermeria y debe redizarse a
todas las personas que estuvieron expuestas a mismo acontecimiento. La
informacion basica es la siguiente: nombre, apellidos, direccion y teléfono (de a
menos una de las personas afectadas del nucleo familiar); fecha de la ingestion de la
comida sospechosa (dia y hora) y fecha de comienzo de los sintomas (dia 'y hora);
sintomas presentados, alimento/s sospechoso/s (en caso de no sospecharse se
recogerd informacion de todos los alimentos consumidos en los tres dias anteriores);
lugar donde se compro, realizd, o consumié la comida sospechosa o sus ingredientes
(nombre y direccion), evolucién del paciente y tipo y fecha de recogida de muestras

del paciente.

Es necesario y muy importante redizar la encuesta no solo a todas las
personas afectadas (aunque presenten sintomas ligeros), sino ademas a todas las
personas que estuvieron expuestas a alimento sospechoso aunque no presenten
sintomas, ya que es la Unica manera de poder hacer un estudio adecuado de las

causas del brote (mediante estudio de cohortes o caso-control).

La investigacion epidemiologica debe incluir también e estudio
medioambiental y/o de higiene de los alimentos; es decir, € estudio
pormenorizado de las condiciones higiénico sanitarias y del proceso de elaboracion,
conservacion y distribucion realizado en las empresas, instituciones o comedores
implicados, cuando € origen sea un alimento contaminado. Con ésta informacion se

podra conocer los factores condicionantes del brote.
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El estudio analitico comprende € anaisis microbiolégico de muestras
procedentes de pacientes y alimentos. Es importante realizar una recogida de muestra
oportuna y adecuada, ya que € aislamiento del microorganismo implicado ayuda a
confirmar la hipdtesis. Actualmente existen técnicas mas compleas, como el estudio
de fagotipos y métodos genotipicos que permiten conocer si la cepa encontrada en
los pacientes es la misma que la encontrada en € alimento o en e manipulador y, por
tanto conocer e origen del brote (Buisson, 1992; Direccion General de Salud
Plblica, Servicio Canario de Salud,1998).
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1.9.2. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Numerosos serotipos de Salmonella son patégenos tanto para el hombre como
para los animales. Existen muchas variaciones en la prevaencia relativa de los
diferentes serotipos de un pais a otro; en la mayoria de los paises que disponen de
mecanismo de vigilancia de Salmonella, S. typhimurium y S. enteritidis son los
serotipos mas frecuentes. De los méas de 2000 serotipos conocidos, solo un pequefio
nimero es responsable de la mayoria de los casos confirmados en una zona

geogréfica determinada (Benenson, 1990).

En caso de septicemia, Salmonella podra ser aislada en un medio entérico a
partir de heces y sangre durante los estadios agudos de la enfermedad. En caso de
enterocolitis, la excrecion fecal usualmente persiste por varios dias 0 semanas tras la
fase aguda de la enfermedad; la administracion de antibiéticos puede aumentar la

duracién del periodo de excrecion de microorganismos (Benenson, 1990).

Para la deteccion de infecciones asintomaticas, se prefiere contar con 3-10
gramos de material fecal en lugar del hisopado rectal. Las muestras deben recogerse
durante varios dias ya que la excrecion de los microorganismos suele ser
intermitente. Las pruebas seroldgicas no son Utiles para € diagnéstico (Benenson,
1990).

El laboratorio de bacteriologia es imprescindible para la confirmaciéon del
diagnostico clinico epidemioldgico. Los criterios de confirmacion de un brote de
salmonelosis son: aislamiento del mismo serotipo de salmonela no typhi en muestras
clinicas de dos 0 mas enfermos o el aislamiento del microorganismo en el alimento
implicado por investigacion epidemioldgica (Bean et al., 1996).

1.9.2.1. AISLAMIENTO DE SALMONELLA EN MUESTRASCLINICAS

Para el aidamiento de Salmonella,usualmente, es suficiente con los medios

selectivos y diferenciales de rutina. Pueden usarse tanto medios entéricos
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diferencidles como MacConkey o EosinaAzul de Metileno, como un agar
moderadamente selectivo como el Salmonella-Shigella, Xilosa-Lisina-Desoxicolato,
0 Hektoen. Los égares altamente selectivos como € Verde Brillante y e Sulfito
Bismuto pueden ser reservados para € caso de brotes. El agar Verde Brillante es
bueno, especiamente, para el aislamiento de Salmonella spp. (a excepcion de S

typhi y S paratyphi) y e agar Sulfito Bismuto es efectivo para €l aislamiento de S
typhi.

Puede ser usado un caldo de enriquecimiento, como €l selenito, para facilitar
la recuperacion de peguefios cantidades de Salmonella y Shigella spp. Sin embargo,
los caldos de enriquecimiento no tienen una relacion costo beneficio suficiente para
incluir su uso de rutina, excepto en caso de brotes, cuando se requiere la

investigacion en portadores y en otras situaciones clinicas (Gray, 1995).

1.9.2.2. AISLAMIENTO DE SALMONELLA EN ALIMENTOS.

La Unica via de entrada de la Salmonella en € cuerpo humano es la oral, por
lo que es de suma importancia € andlisis de los alimentos para detectar su presencia.
La deteccion de patdgenos transmitidos por alimentos es complicada, debido a bajo
nimero de organismos de interés que a menudo estan presentes en una complegja
flora microbiana y a la variada composicion de los aimentos. En los aimentos, la
simple presencia de un patdgeno es considerada significativa. Por €llo, los métodos y
los medios deben ser capaces de permitir que el crecimiento ocurra a partir de un

numero extremadamente bajo de clulasiniciales (Tietjen y Fung, 1995).

Existe una serie de métodos recomendados por expertos, sin embargo aln no
es posible ni garantizar la recuperacion de todos los serotipos de Salmonella a partir
de los diferentes productos aimenticios (sometidos a variadas condiciones de
preparacion 'y conservacion), ni  obtener resultados analiticos inmediatos.
Disponemos de algunos procedimientos estandarizados por diferentes organismos
reguladores, algunos de los cuales se especifican en la Tabla 5. Estos procedimientos,

en su mayoria, han sido establecidos después de pruebas realizadas en estudios
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cooperativos y muchos tienen reconocimiento internacional. No existe una unica

metodol ogia que pueda aplicarse a todos los alimentos y en todas |as circunstancias.

Los métodos tradicionales para € aisamiento e identificacion de Salmonella en

alimentos pueden ser divididos en sai's etapas sucesivas:

1. Enriguecimiento no selectivo

2. Enriquecimiento selectivo

3. Siembra en placa de medios solidos selectivos y diferenciales

4, Estudio de las caracteristicas bioguimicas de las colonias sospechosas,

en los medios adecuados

5. Andlisis antigénico, en dos fases: @) uso del antisuero polivalente O y
el antisuero polivaente H, y b) utilizacion de los antisueros

especificos de grupo Oy H

6. Tipificacion por medio de bacteriéfagos

Los pasos del 1 a 3 serefieren al aislamiento y del 4 a 6 a la identificacion. El
paso 1 tiene como fin la revitalizacion de las salmonelas dafiadas por las diferentes
condiciones de tratamientos industriales o de amacenamiento. El 2 es de
enriquecimiento selectivo y sirve para favorecer € crecimiento de Salmonella en un
ambiente que puede contener un gran nimero de bacterias diferentes. El paso 3
permite la visualizacién de las colonias sospechosas, por su aspecto caracteristico. El
paso 4 se refiere a laidentificacion bioquimica. EI 5 conduce, por medio de pruebas
serologicas, a la identificacion definitiva de las cepas sospechosas como miembros
del género Salmonella. El paso 6 logra una identificacion alln mas exacta de los
microorganismos aislados, identificacion que es de particular interés para propésitos

epidemiol égicos, ya que los tipos seroldgicos de un grupo fégico comin suelen tener
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el mismo origen y, a la inversa las cepas que presentan igual estructura antigénica,

pero diferente grupo fagico, son probablemente de diferente origen.

Anteriormente, e enriquecimiento selectivo se utilizaba solo cuando se creia que
un tratamiento como e calentamiento, la deshidratacion, la irradiacion, la
congelacion o ciertas condiciones como e pH bajo, habian lesionado las salmonelas
en los dimentos. Edel y Kampelmacher (1973) y Gabisy Silliker (1974) sefidan que
incluso en muestras de alimentos, tales como carne cruda o huevo liquido, € pre-
enriquecimiento de la muestra en un medio no selectivo da como resultado €
aislamiento de més salmonelas que en € caso de la siembra directa en un medio de
enriquecimiento selectivo. En base a estas experiencias, actualmente, la mayoria de
los organismos reguladores recomiendan que todas las muestras sean pre-
enriquecidas en un medio no selectivo antes de pasarlas a uno de enriquecimiento
selectivo.

El enriquecimiento no selectivo, tradicionalmente, se ha realizado por cultivo de
las muestras en caldo lactosado. Esta préctica fue iniciada por North en 1961 para €l
andisis de la clara de huevo desecada. Posteriormente, diversos investigadores han
estudiado modificaciones en la composicion del medio de pre-enriquecimiento y han
[legado a la conclusién de que su composicidn no es tan critica como se suponia. Asi,
por gemplo, investigadores europeos han utilizado normalmente agua de peptona
tamponada (Edel y Kampelmacher, 1968) en lugar de caldo lactosado, siendo, en

general, ambos medios intercambiabl es.

Un cado de enriquecimiento selectivo estimula la multiplicacion de las
salmonelas y reduce o inhibe € crecimiento de los organismos competitivos, tales
como coliformes, Proteus y Pseudomona, cuyo crecimiento superaria a de
Salmonella, en particular Si estos organismos competidores estan presentes en el
alimento en un nimero mucho mayor que €elas. El uso de més de un medio selectivo,
asi como la temperatura de incubacion, puede afectar de forma importante el

porcentaje de recuperacion de Salmonella. Los organismos reguladores recomiendan
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diferentes medios de enriquecimiento selectivo y la temperatura de incubacion de
43°C.

Los &gares selectivos, generalmente, contienen sustancias inhibidoras que hacen
a los medios selectivos y un sistema indicador que colorea las colonias o € medio
gue las rodea, 1o que hace a medio diferencial, es decir, capaz de diferenciar
caracteres bioquimicos de las colonias que crecen en é. Los laboratorios tienen, a
veces, preferencias por determinados medios diferenciales; con los que obtienen los
mejores resultados en su experiencia. Entre los medios que pueden utilizarse estan el
agar sulfito bismuto, el agar verde brillante, agar verde brillante sulfadiazina, verde

brillante de MacConkey, agar desoxicolato citrato, agar Salmonella-Shigella, etc.

La identificacién de una cepa como miembro del género Salmonella esta dentro
de la capacidad de cualquier laboratorio que posea los medios y los antisueros
disponibles en el mercado. Los laboratorios que realizan la deteccion rutinaria de
Salmonella en alimentos, utilizan pruebas bioquimicas, para explorar las cepas
sospechosas y, posteriormente, someten dichas cepas a pruebas seroldgicas para
determinar s son efectivamente Salmonellae. La identificacion definitiva de las
salmonelas como pertenecientes a un determinado serotipo, requiere envio de las

cepas a un centro especializado en tipificacion.

Las colonias sospechosas de ser Salmonella sobre las placas de agar son
investigadas bioguimicamente mediante una bateria de diferentes pruebas para
reducir el nimero de aislamientos que deberan ser tipificados, o que constituye un
procedimiento mucho més laborioso. Aunque ciertas pruebas deben hacerse, una
extensa investigacion bioguimica a menudo depende del nimero de aislamientos que

van a ser analizadosy del interés del analista (Andrews, 1995).

Los medios de triple azicar hierro (TSl) y lisina hierro (L1) y las pruebas de la
ureasa y € indol son ampliamente utilizados en procedimientos analiticos
convencionales. La presencia de glucosa 'y de un sistema de deteccion de HS en el
TSl facilitan la identificaciéon de organismos no fermentadores de glucosa,

presumiendo la presencia de Salmonella. El medio LI es de igua vaor diagnéstico
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debido a que investiga la presencia del enzima lisina descarboxilasa, frecuente en
Salmonella spp. (Tietjen y Fung, 1995). En la actuaidad existen estuches
comerciales que caracterizan bioguimicamente los aislados, para un diagnéstico

apropiado de forma rgpida.

El serotipado es € paso definitivo, se utiliza una técnica serologica para la
identificacién especifica de los cultivos. En €l examen seroldgico de Salmonella por
andlisis antigénico, se utiliza un método de aglutinacion. Los antigenos O, 0
antigenos sométicos termoestables de la bacteria son identificados en primer término,
usando un método de aglutinacién en porta. Acompafiado del uso de antisuero O
representativo de todos los antigenos termoestables que poseen los miembros del
género.

El uso de antisueros especificos permite la determinacion del serogrupo a que
pertenece el cultivo. Esta determinacion va seguida del uso de antisuero absorbido de
factor unico cuando se requiere. Los antigenos H de Salmonella son determinados
por uso selectivo de un antisuero representativo de los antigenos H del género. A
diferencia del antisuero O, el antisuero H se usa en una técnica de aglutinacion en
tubo (Tietjen y Fung, 1995).

-87-



Revision y Antecedentes

Tabla 5. Medios de cultivo a utilizar en procedimientos para la deteccién de
Salmonella segin algunos or ganismos regulador es

M edios de Cultivo

Organismo Pre-enriguecimiento Enriguecimiento Placas de Aislamiento
1SO Agua peptonatamponada | Caldo Rappaport-Vassiliadis Agar verde brillante
Caldo selenito-cistina
Agar S-S
APHA Caldo lactosado Caldo de selenito Agar sulfito-bismuto
Caldo tetrationato Agar Hektoen
AOAC/FDA Caldo lactosado Caldo de selenito Agar verde brillante
Caldo triptona-Soja Caldo tetrationato Agar sulfito-bismuto
Caldo nutritivo Agar Hektoen
Agar XLD
IDF Agua peptona tamponada Muller-Kauffman Agar verde brillante
Aguadestiladamas verde Caldo de selenito-cistina Agar sulfito-bismuto
brillante 0,002% Caldo tetrationato
BSI Agua peptonatamponada | Caldo Rappaport-Vassiliadis Agar verde brillante o
Caldo selenito-cistina cualquier otro medio
selectivo
ICMSF Agua peptona tamponada Caldo selenito-cistina Agar sulfito-bismuto
Caldo lactosado Caldo tetrationato-verde Agar verde brillante o
brillante cualquier otro medio
selectivo
CeNaN Agua peptonatamponada Rappaport-Vassiliadis Agar XLD

Muller-Kauffman
Caldo selenito-cistina

Agar verde brillante
Agar Hektoen
Agar sulfito-bismuto
Agar S-S

1SO: International Organization for Standardization (Organizacion Internacional de estandarizacion)

APHA: American Public Health Association (Asociacion Americanade Salud Piblica)

AOAC/FDA: Association of Official Analytical Chemists/U.S. Food and Drug administration (Asociacion
Oficial de Analitica Quimica/ Administracién de Alimentosy Drogas de |os Estados Unidos) IDF: International
Dairy Federation (Federacion Internacional de Alimentacion)

BSI: British Standards I nstitute (Instituto Britanico de Estandares)
ICM SF: International Commission on Microbiological Specifications for foods of the International Association
of Microbiological Societes (Comision Internacional de Especificaciones Microbiol 6gicas para Alimentos de la
Asociacion Internacional de Sociedades Microbiol 6gicas)
CeNaN: Centro Nacional deNutricion
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1.9.3. METODOS RAPIDOS DE DETECCION DE SALMONELLA EN
ALIMENTOS

L os métodos de deteccion rapida de Salmonella en muestras de alimentos han
sido objeto de investigacion desde inicio de los afios ochenta, existiendo un gran

interés de los microbiol6gos por desarrollar estos métodos.

Una“prueba rapida” de microbiologia alimentaria se define como aquella
capaz de ser realizada de forma completa en un periodo de 4 a 12 horas. Las
pruebas “muy répidas’ han sido definidas por Jarvis (1984) como aquellas que se

completan en menos de 1 hora.

La rapidez de los métodos de deteccion permiten a la industria aimentaria
reducir los costos de almacenamiento y aumentar las pruebas, tanto de la materia
prima como del producto final, en especial de aquellos que tienen una vida Util

rel ativamente corta.

Actualmente, existen varios sistemas comerciaes de andisis mediante nuevas
tecnologias para facilitar la identificacion de Salmonella en alimentos. Estos pueden
ser divididos en cinco categorias. pruebas bioquimicas miniaturizadas, nuevos
medios, sistemas automatizados, pruebas basadas en acidos nucleicos y pruebas

basadas en anticuer pos.

A pesar de la tecnologia, muchas de las técnicas incluidas dentro de los
métodos rdpidos de deteccién de Salmonella, todavia se apoyan en métodos de
cultivo para la resuscitacion de las células dafiadas y la amplificacion selectiva de la
poblacion de Salmonella en los caldos de cultivo. De ahi, que los procedimientos de
pre-enriquecimiento 0 enriquecimiento selectivo, o alguna combinacion de ellos,
deban ser usados conjuntamente con estos métodos rapidos para mayor sensibilidad y

especificidad.
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La mayoria de estos sistemas (Tabla 6) son pruebas de tamizaje y solamente
son Utiles para la identificacion presuntiva de Salmonella. Por tanto, resultados
negativos, se consideran definitivos, pero los resultados positivos deben ser

confirmados por métodos convencionales y seroldgicos (Tietjen y Fung, 1995).

Tabla 6. Métodos rapidos para la deteccion de Salmonella en alimentos

Métodosy Materiales Caracteristicas Fabricante
Pruebas Miniaturizadas:
API 20E Bioquimicos Analytab
Enterotube Roche Diagnostic Systems
Enterobacteriaceae Set 11 BBL
MICRO-ID Organon Teknika
Medios:
HGMF/EF-18 Selectivosy diferenciales QA Life Sciences
MSRV Varios
OXOID SRT OXOID, Unipath
Agar Rambach Technogram
Basados en los acidos
nucleicos: Sondade ADN
DNAH GENE-TRAK
Basados en anticuer pos:
OXOID Aglutinacion al l1atex OXO0ID
MicroScreen Mercia
Spectate May & Baker
Bactigen Wampole
Assurance ELISA, policlonal Biocontrol
TECRA Bioenterprises
Salmonella-Tek ELISA, monoclonal Organon Teknika
Salmonella 1-2 Test Inmunodifusion Biocontrol
I nstrumentacion:
GNI Bioquimico BioMérieux Vitek
VIDAS ELFA BioMérieux Vitek
Malthus Conductancia Malthus Instruments

ELISA: Enzimo Inmuno Ensayo; ELFA: Enzayo Enzimo Fluorescente
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1.9.4. METODOS DE TIPIFICACION: MARCADORES
EPIDEMIOLOGICOS

Cuando aislamos un serotipo de Salmonella es conveniente tipificarla lo més
completamente posible. Hoy en dia los marcadores epidemioldgicos de Salmonella
tienen gran interés sanitario, ya que pueden contribuir a la determinacion de la
diseminacion microbiana en el tiempo y en e espacio, aclarando en muchos casos la
historia natural de la enfermedad, estableciendo las diferencias entre cepas
endémicas de un érea geogréfica y otras de tipo epidémico; y ayudando a sanitario
en la determinacion de la cadena epidemiolégica en cada brote de infeccion
aimentaria. Por otra parte, también interesa porque nos permite establecer
asociaciones entre unos y otros casos, y de estos con € o los aimentos u otros

vehiculos involucrados en un determinado lugar y tiempo.

Un sistema idea de tipificacion deberia estar estandarizado; tener una
precision establecida, ser reproducible; estable en el tiempo; suficientemente sensible
(para distinguir organismos que son similares pero no idénticos), ser ampliamente
aplicable, disponible, econdmico; y de valor probado basado en la investigacion
epidemiolégica (Aber y Mackel, 1981). Ningin método es € ideal y la mayoria de
las investigaciones epidemiol 6gicas requieren mas de un método de tipificaciéon para
una Optima delineacion de la cepa (Meitert y Meitert, 1978; Brokop y Farmer, 1979;
Crichton y O1d,1980; Aber y Mackel, 1981; Archer y Mayhall, 1983; Christensen et
al., 1983; Holmberg et al., 1984; Parisi, 1985; Hartstein et al., 1987; Hawkey, 1987;
Edelstein et a., 1986; Farmer,1988; Hunter et al., 1988; Gargallo-Viola, 1989). Por
tanto, se debe tener una sOlida guia epidemiolGgica para no caer en una
indiscriminada aplicacion de estos métodos con resultados conflictivos y confusos
(Pfaller, 1991).

Los sistemas de tipificacion estan basados en la premisa que aislamientos
clonicamente relacionados comparten caracteristicas por las cuales ellas pueden ser

diferenciados de aislamientos no relacionados. La utilidad de una particular
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caracteristica de tipificacion esta en relacion con su estabilidad dentro de una cepay

su diversidad dentro de las especies (Arbeit, 1995).

Los marcadores epidemiologicos se clasifican en dos grandes grupos:
fenotipicos y genotipicos, dependiendo de la técnica que se utilice. Existen
numerosas publicaciones acerca de su aplicacion en e estudio de la epidemiologia
molecular de las salmonelas. Su aplicacion es de utilidad en la investigacion de
brotes de samonelosis, en estudios de resistencias a antimicrobianos y de las
consecuencias del uso de éstos en la aimentacion animal; en € estudio del cambio
del patrén de clonas de Salmonella en determinadas zonas geogréficas;, andlisis

molecular de los genes de virulencia de Salmonella; etc.
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1.9.4.1. METODOS FENOTIPICOS

Son los métodos clasicos para diferenciacion de aislamientos, estan basados
en la presencia o ausencia de caracteristicas bioldgicas o metabdlicas expresadas por
los organismos, gemplo de ellos son € biotipo, e antibiograma, los serotipos y
fagotipos. Cada uno tiene sus ventgjas y desventgjas y estan limitados por la
capacidad de los microorganismos de alterar la expresion de sus genes subyacentes
(Wachsmuth, 1985). Tales cambios pueden ocurrir de forma impredecible o en
respuesta a diferentes estimulos ambientales (Mekalanos, 1992). Usuamente, se
recomienda hacer uso de alguno de ellos conjuntamente con algin marcador de tipo
genotipico (Arbeit, 1995).

Aungue estos métodos son de valor para la caracterizacion de cepas tienen €l
inconveniente de ser especificos para cada organismo, requiriendo €l uso de un grupo
de reactivos y procedimientos. El serotipado y fagotipado requieren reactivos
especializados que suelen estar disponible solo en pocos laboratorios de referencia.;
por ejemplo, sueros absorbidos, fagos y cepas bacterianas para la propagacion de
fagos (Swaminathan y Matar, 1993).

Biotipado: La biotipologia esté basada en propiedades tales como diferencia
en reacciones bioquimicas, morfologia y tolerancia ambiental (Pfaller, 1991).
Ejemplo de €llo, son los diferentes patrones de fermentacion que presentan
determinadas cepas de un mismo serotipo frente a ciertos azlcares o alcoholes; y la
habilidad para crecer a un pH o temperatura extremos (Badalia et a., 1976; Pohl et
al., 1983; Pohl et a., 1984; Pfaler, 1991). Estas propiedades estan determinadas por
la presencia 0 ausencia de enzimas y, por tanto, son definidas genéticamente. Los
biotipos pueden servir como marcadores epidemiol 6gicos siendo, especiamente, Util
en e caso de cepas sin plasmidos o fagotipos no tipables. Ejemplo, de un biotipo
basado en reaccidn bioquimica es el caracter lactosa (+) y lactosa (-) de la cepa de
Salmonella estudiada (Le Minor, 1984).
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Debido a que la mayoria de los sistemas de identificacion disponibles
comercialmente estan basados en reacciones bioquimicas, un perfil bioquimico o
biotipo puede ser generado como parte de un proceso de identificacion de rutina. Con
fines de andlisis, las reacciones bioquimicas en la mayoria de los sistemas
comerciales estén reducidos a un cédigo numérico, de este modo un nimero de

biotipo puede ser utilizado como un medio de identificacion de cepas.

La ventgja de utilizar los métodos comerciales de biotipado es que estan
estandarizados y de realizacion relativamente facil. Desafortunadamente los sistemas
comerciales fueron disefiados con fines taxondmicos y no epidemioldgicos, de ahi, la
falta de sensibilidad y suficiente reproductibilidad de las reacciones individuales del
método para ser de amplio uso como sistema epidemiol 6gico de tipado (Butler et al.,
1975; Murray, 1978; Barry et a., 1979; Golmand y Macone, 1980; Christensen et al.,
1983; Farmer, 1988; Hébert et al., 1988).

Los sistemas no comerciales de tipado son, en general tediosos y de dificil
control, y ademés de carecen de estandarizacion. Por ultimo, independientemente de
los sistemas usados, €l biotipo no es una propiedad que se pueda considerar estable,
ya que podria verse influenciada por diversos factores técnicos y ambientales, asi
como por € hecho de ganancia o pérdida de plasmidos (Bentley et a., 1968; Reeve
et a., 1973; Grimont y Grimont, 1978; Meitert y Meitert, 1978; Murray, 1978; Barry
et a., 1979; Goldman y Macone, 1980; Aber y Mackel, 1981; Hébert et a., 1988).

Tipado por bacteriocinas: La diferenciacion de cepas dentro de especies por
bacteriocinotipia se basa en la sensibilidad diferencial de las cepas probadas a las
bacteriocinas o toxinas producidas por un grupo de cepas productoras seleccionadas.
A pesar de no ser de uso comun, puede ser un método Util para e tipado de
microorganismos dificilmente tipables por otros métodos (Wuhte y Brandeker, 1983;
Sharmaet a., 1984; Vicentey Almeida, 1984; Vinhasy Almeida, 1984).

Una de las mayores ventagjas del tipado por bacteriocinas es que éste puede

aumentar la sensibilidad de tipado epidemiol 6gico cuando se usa en combinacién con
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otros sistemas de tipado como e serotipado, antibiograma o biotipado (Pfaller,
1991).

Esta técnica sufre la fata de estandarizacion y pobre reproductibilidad
(Pfaller, 1991). Debe ser controlada en extremo y su variabilidad puede ser tal que
solo pueden ser comparados aislamientos en la misma prueba (Reeves, 1965; Meiter
y Meiter, 1978; Aber, 1981). Es de uso limitado en laboratorios de referencia.

Antibiogramas: La antibiotipia utiliza los patrones de sensibilidad o
resistencia que presentan cepas de Salmonella frente a los antibi6ticos, ayudandonos
a establecer subdivisiones entre ellas: antibiotipos, que a veces son suficientes para

confirmar la relacién epidemiol bgica entre diferentes aislamientos (Pfaller, 1991).

El antibiograma es atractivo como método epidemiol dgico de tipado, debido a
su disponibilidad, fécil egecucion, relativamente econdémico y aplicabilidad a
diferentes grupos de organismos. Tanto en dilucion en caldo como en difusion en
placa estan cuidadosamente estandarizados y son, por lo tanto, reproducibles entre y
dentro de diferentes laboratorios (Barry et a., 1979; Jones, 1982; NCCLS, 1984;
NCCLS, 1985).

La sensibilidad del antibiograma para fines epidemioldgicos depende del
microorganismo, € nimero y tipo de antibiéticos probados, y la forma en que los
resultados son informados (Pfaller, 1991).

Las desventgjas del antibiograma como método de tipado epidemioldgico
incluye la limitada sensibilidad, tanto para organismos altamente resistentes, como
para los atamente sensibles, lainestabilidad del patron de susceptibilidad debido ala
presion antibidtica, factores ambientales y la ganancia o pérdida de plasmidos que
carguen los factores de resistencia (Meitert y Meitert, 1978; Parisi, 1980; Schaberg et
al., 1981; Aber, 1981; Parisi, 1985; Galeto et a., 1987; Mickelsen et al., 1988).
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Los sistemas de antibiotipado y tipado por bacteriocinas son los mas
inestables debido a que suelen estar determinados por componentes

extracromosomicos, cuya pérdida o adquisicion puede ocasionar cambios.

No hay un consenso para decir cuanta diferencia entre antibiogramas es
necesaria para distinguir cepas no relacionadas. Problema que se complica por €
creciente nUmero de antibiéticos nuevos de los que se tiene poca 0 ninguna

experiencia epidemioldgica (Pfaller, 1991).

Serotipado: € tipado serolégico de microorganismos estd basado en la
presencia 0 ausencia de determinantes antigénicos de superficie, somaticos,

flagelares o capsulares; y su reaccion con antisueros especificos (Pfaller, 1991).

El serotipado es un medio comin para agrupar taxonémicamente algunas
especies, su valor epidemiolégico para delinear cepas dentro de especies esta bien
documentado y el serotipo parece ser un marcador estable. Los métodos usados para
redizar e serotipado son variados e incluyen: aglutinacion, coaglutinacion,

anticuerpos fluorescentes y pruebas de enzimo inmuno ensayo (Pfaller, 1991).

La tecnologia necesaria esta disponible en la mayoria de los laboratorios de
microbiologia clinica, sin embargo, como herramienta epidemiolégica es limitada
por la pobre sensibilidad de algunos grupos de microorganismos, la fata de
estandarizacion, la limitada disponibilidad de antisueros (Pfaller, 1991) y escasa
utilidad en la identificacion de cepas de brotes, ya que s6l0 Unos pocos serotipos
responden por la mayoria de |os aislamientos en cada pais (Tacket, 1989).

Fagotipado: La fagotipia se fundamenta en la determinacion de la
sensibilidad de la cepa de Salmonella analizada para lisarse ante una serie de
bacteriéfagos conocidos en diluciones apropiadas (Pfaller, 1991). Ha sido el método

de eleccidn paraidentificacion de cepas epidémicas (Tacket, 1989).

Su utilidad epidemiol égica esta probada, especialmente, para Salmonella spp.
Por gemplo, e fagotipado de S typhi (sin duda € més estudiado) y de otras
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salmonelas que poseen antigeno Vi (S. hirschfield y, ocasionalmente, S. dublin) esta
basado en una serie de fagos adaptados del fago Vi-Il de Craigie y Yen (1938). El
fagotipado de S. schottmuelleri (Felix y Callow, 1943) y S. typhimurium (Anderson,

1964) usan una serie diferente de fagos.

Métodos anal6gos han sido propuestos para otros serotipos de Salmonella,

algunos de ellos haciendo uso de la lisogenicidad de las cepas (Le Minor, 1984).

Las desventgjas del fagotipado incluyen la falta de estandarizacion, pobre
reproductibilidad y limitada disponibilidad, tomando en cuenta que no se han
desarrollado sistemas de fagotipado para todos los serotipos. La estabilidad en €
tiempo debe ser controlada cuidadosamente y e método es més bien laborioso. El
tipo de bacteridfago puede ser alterado por cambios en las condiciones ambientales,
nimero de serie de los medios del laboratorio, exposicion a la luz ultravioleta o
introduccion de plasmidos (Pfaler, 1991). La interpretacion de los resultados puede
ser dificil (CDC,1981) y sigue siendo una herramienta para laboratorios de referencia
(Pfaller, 1991).
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1.9.4.2. METODOS GENOTIPICOS

L os métodos genotipicos se basan directamente en el estudio del contenido de
acido desoxirribonucleico (ADN) del microorganismo para la identificacion de un
clon, andizando los elementos genéticos cromosomicos y extracromOsomicos
(Arbeit, 1995).

A nivel de especies bacterianas hay suficiente diversidad genética para
permitir la identificacion de diferentes clones o grupos de clones (cepas que tienen
un ato grado de relacion genética) entre aidamientos de la misma especie
coleccionados de diferentes fuentes y sitios en distintos momentos (Swaminathan y
Matar, 1993).

Varias técnicas han sido adaptadas para su uso como métodos moleculares de
tipado epidemiologico. En contraste con los métodos fenotipicos, muchas de éstas
técnicas son ampliamente aplicables a una gran variedad de patégenos, sin
significativos cambios en los equipos, reactivos o procedimientos. Estas técnicas
ofrecen la posibilidad de diferenciacion de la cepa a nivel gendmico, de alli su poder

como herramienta epidemioldgica (Pfaller, 1991).

Entre ellas se encuentran: € andlisis de plasmidos, € andlisis con
endonucleasa de restriccion del ADN  cromosdémico y las técnicas basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), las cuales se describen brevemente a

continuacion.

Andlisis de plasmidos. El andlisis del ADN plasmidico es la base de la
mayoria de los estudios epidemiol 6gicos moleculares (Mayer, 1988). Los plasmidos
son elementos extracromosomicos de ADN capaces de replicarse
independientemente de la célula bacteriana, aunque a menudo codifican
propiedades conocidas, tales como la resistencia a antimicrobianos, la capacidad

invasiva, virulencia, metabolismo de carbohidratosy la produccién de toxinas.
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La determinacién de los perfiles plasmidicos se comenz6 a usar en
determinadas cepas, especialmente aquellas responsables de brotes epidémicos. Los
resultados iniciales obtenidos establecieron que este método era claramente superior
a las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (antibiotipos), reconociéndose &
perfil plasmidico como un buen marcador epidemiologico (Taylor et al., 1982
Holmberg et al., 1984; Tenover, 1995).

La mayoria de las especies bacterianas son portadoras de plasmidos, aunque
ésta no es una caracteristica universal de procariotas, € nimero y tamafio de los
plasmidos cargados por un microorganismo es diferente de especie a especie
(Tenover, 1992). En e caso de Salmonella e contenido de plasmidos es diverso y es
frecuente que la cepa de interés no cargue plasmidos o tenga pocos (a menos que los
aisamientos sean multirresistentes), siendo por tanto indtil el andlisis de perfil de
plasmidos (Tacket, 1989).

El andliss de perfil de plasmidos es la mas smple de las técnicas
moleculares, se basa en que en principio los aislamientos de una misma cepa
contienen e mismo ndmero de plasmidos, con los mismos pesos moleculares y
patrones de restricciéon y ademas, son fenotipicamente similares, ajuzgar por € perfil
antibiético y e biotipo (Pfaler, 1991). Por tanto, aislamientos no relacionados
epidemiol 6gicamente tendran diferentes perfiles de plasmidos (Tacket, 1989). Cada

cepa produce un perfil caracteristico dado por sus distintos plasmidos (Pfaller, 1991).

El andlisis de plasmidos esta disponible en un nimero de laboratorios y es un
método rdpido de caracterizacién de aislamientos (Pfaller, 1991). No se debe
interpretar la falta de plasmidos en un grupo de aislamientos como una indicacion de
similitud. En éste caso deberd usarse un método alternativo de tipado (Tenover,
1992).

A mayor nimero de plasmidos de diferentes tamafios, mas Util es la técnica
para demostrar la identidad de los aidamientos en una investigacion. A mayor
nimero de plasmidos compartidos en comun de un grupo de aislamientos, més cierto

€S que estos aidamientos representan multiples aisamientos de una Unica cepa
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(Tenover, 1992). Si sOlo estan presentes 1 6 2 plasmidos en e patrén, puede que no
sea, suficientemente, especifico para probar la identidad, ya que los plédsmidos de dos
cepas que por casualidad sean del mismo tamafio pueden tener secuencias de ADN
completamente diferentes. En este caso se debera recurrir a una segunda técnica més
especifica como, por gemplo, el andlisis con endonucleasa de restriccion (Tacket,
1989).

Una endonucleasa de restriccion es un enzima que reconoce una secuencia
de bases especifica de ADN y corta a éste donde se encuentra su secuencia de
reconocimiento generando fragmentos de ADN. El nimero y tamafio de estos
fragmentos sobre un gel de agarosa tras la electroforesis dependerd del nimero de
sitios de reconocimiento de la enzima sobre e plédsmido, reflejando la secuencia de
ADN del plasmido (Tacket, 1989).

Si los pldsmidos de dos cepas son del mismo tamarfio y tienen fragmentos de
restriccion idénticos en nimero y tamafo, éstas se consideran iguales o muy
intimamente relacionadas. La especificidad del andlisis aumenta si se estudian los

patrones con dos 6 mas enzimas.

Por e contrario, si los plasmidos de dos cepas son de diferente tamafio, €l
andlisis de endonucleasa puede mostrar fragmentos de restriccion compartidos

indicando secuencias de ADN comunesy, por lo tanto, relacionadas.

Si no hay plasmidos € andlisis de restriccion de endonucleasa puede aplicarse
al ADN cromosoémico. Fragmentos lineales de ADN son separados por electroforesis
en gel y tefiidos, generdndose 100 6 mas fragmentos, y a menos que sean
comparados en detalle, pueden pasar inadvertidas diferencias sutiles en los patrones
(Tacket,1989).

Dos pldsmidos diferentes no tendran sitios idénticos de restriccion a idénticos
intervalos alo largo del ADN del plasmido. La demostracion que 2 o mas plasmidos
tienen patrones idénticos después de la digestion con 2 o més enzimas de diferentes

especificaciones confirma su identidad (Pfaller, 1991).
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A pesar de las ventagjas del andlisis de plasmidos, € uso de esta técnica tiene

SUS inconvenientes;

- Factores técnicos, tales como variaciones en los métodos de extraccion
pueden convertir una forma molecular de plasmidos en otra, o variaciones

en las condiciones de eletroforesis pueden influir en € perfil final

- Algunas cepas pueden perder los plasmidos de resistencia antibiética o

plasmidos secretos

- La capacidad para distinguir entre dos aislamientos  disminuye,
directamente, con € ndimero de bandas presentes y con la diferencia en la

disminucién del tamafo molecular entre dos bandas

- Latransferencia por conjugacion de plasmidos entre o dentro de especies

puede llevar a diferencias en los patrones plasmidicos

- El plasmido puede sufrir un rearreglo molecular o supresion, dando como
resultado un diferente tamafio molecular o patron del fragmento de
restriccion. Estas diferencias pueden ser erroneamente interpretadas como

cepas diferentes entre dos aislamientos (Pfaller, 1991).

Andlisis con endonucleasa de restriccion del ADN cromosdémico: Es Util
en e caso de microorganismos sin plasmidos. El genoma bacteriano puede ser
analizado, a través de la comparacion de los fragmentos generados in vitro por la
digestion con enzimas de restriccion usando € mismo principio que para € andlisis

de restriccion de plasmidos.

El nimero y tamafio de los fragmentos de restriccién generados por digestion
de un determinado trozo de ADN estan influenciados tanto por la secuencia de
reconocimiento del enzima, como por la composicion del ADN (Arbeit, 1995). De

antemano, las cepas del mismo origen tendran e mismo genoma y, por €elo, €
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mismo ndmero y posicion de los sitios de reconocimiento de la endonucleasa de
restriccion (Olsen et d., 1993).

Los fragmentos de ADN pueden ser comparados directamente, tras la
separacion mediante electroforesis convencional en gel de agarosa REA: andlisis
con enzima de restriccion). Los resultados obtenidos con esta técnica pueden ser
dificiles de reproducir y de interpretar debido al gran nimero de fragmentos que con

frecuencia se generan.

Para smplificar la lectura de los resultados, los fragmentos de ADN a
menudo son transferidos a membranas de nylon o nitrocelulosa (Hibridizacion por
Southern Blot). Los fragmentos con determinadas secuencias son detectados usando
sondas de ADN homélogo marcadas con P*? u otro indicador. Bajo condiciones
apropiadas, la sonda empargja los fragmentos que contienen secuencias de
nucledtidos idénticas o cas idénticas, produciéndose un limitado nimero de bandas
(2-10) que facilita su interpretacion y reproductibilidad. Las variaciones en €
nimero y tamafio de los fragmentos detectados se conocen como polimorfismos de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFL P) y reflgjan las variaciones tanto del
nimero de sitios que son homdlogos a la sonda, como la localizacién de los sitios de
restriccion en o proximos a dichos sitios (Tenover, 1992; Arbeit, 1995).

Esta técnica requiere equipo adicional, es més larga, involucra mas esfuerzo
y, por ello, es més costosa. Puede discriminar entre cepas debido a que el cromosoma
bacteriano contiene agunas regiones variables y otras que estan atamente

conservadas.

La mayoria de las especies bacterianas sufren mutaciones y rearreglos en
algunas regiones de sus cromosomas en € tiempo. Asi, los RFLP pueden ser usados

paradiferenciar cepas de una especie (Tenover, 1992).

Las regiones mas dindmicas, sujetas a rearreglos y mutaciones, tendran

cambios en la secuencia de nucleotidos del cromosoma, reflejados en |os patrones de
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restriccion cuando los fragmentos son separados por electroforesis en gel de agarosa
(Praller, 1991; Tenover, 1992).

El ribotipado se refiere a un andisis de Southern Blot, en € cual las cepas
son caracterizadas por los RFLP asociados a operones ribosomales (Stull et a.,
1988). Los operones son grupos de genes que comparten funciones relacionadas y

gue a menudo estan regulados coordinadamente (Arbeit, 1995).

El andlisis de Southern Blot que utiliza como sonda secuencias de insercion
(I1S) y transposones ha demostrado ser un método reproducible y de ato poder

discriminatorio paralaidentificacion de cepas (Arbeit, 1995).

Existen enzimas que cortan el genoma bacteriano en pocos sitios producen un
menos fragmentos de restriccion pero de mayor tamafio (macrorrestriccion). Estos
fragmentos pueden ser separados, suficientemente, para su comparacion utilizando la
técnica de electroforesis en gel en campo pulsado (PFGE) desarrollada por Schwartz
y Cantor en 1984. Es una variacion de la electroforesis en gel de agarosa, donde la
polaridad de la corriente a través del gel cambia, periddicamente, en lugar de
mantenerse constante durante la corrida, como es e caso de la electroforesis
convencional en gel de agarosa usada para €l analisis con endonucleasa de restriccion
y la hibridizacion por Southern blot (Pfaller, 1991; Olsen et a, 1993).

Esta alternancia en los campos el éctricos permite separar fragmentos de ADN
de alto peso molecular, ya que provoca en e ADN cambios direccionales que
permiten la migracién y reorientacion de los fragmentos de alto peso molecular. Para
este tipo de electroforesis es importante obtener e ADN lo més intacto posible, es
decir, evitando a maximo las roturas de causa técnica. Para ello, se han desarrollado
métodos de extraccion de ADN, en los que la lisis celular se produce en blogques
(insertos) cuya matriz protege las moléculas de ato peso molecular y a mismo

tiempo permite la difusion de detergentes y proteasas (Arbeit, 1995).

La PFGE tiene dos importantes limitaciones, la primera es que debido a la

necesidad de difusion del buffer y enzima en € inserto, la obtencién de un ADN
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adecuado requiere de extensos periodos de incubacion que se llevan de 2-4 dias
(Maslow, et al., 1993). Este esfuerzo es, parcialmente, recompensado por € hecho de
gue el ADN en agarosa es estable ,por afos, si se conserva a 4°C y puede ser liberado
en soluciones para su uso en otros protocolos. La segunda, es que PFGE requiere un

equipamiento relativamente caro y especiaizado (Birreny Lai, 1993).

Técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): La
caracteristica esencial de la PCR es la capacidad de replicar répida y
exponencialmente (amplificar) una secuencia particular de ADN (el molde). El

procedimiento bésico involucra diferentes componentes:

- Bl molde que representa un pequefio fragmento de ADN, frecuentemente
de entre 0,5 y 2 kb, debido que secuencias blanco de mayor tamafio son

dificiles de amplificar eficientemente

- Dos peguefios oligonucledtidos iniciadores primers) correspondientes a
secuencias terminales opuestas del molde, definen los lugares en los que

seiniciaré lareplicacion

- Una rgpida reaccion en cadena que es llevada a cabo mediante el uso de
una polimerasa termoestable y un termociclador programable. Un
procedimiento completo, consistente en 20 a 30 ciclos, puede conducirse
en un peguefio tubo de microcentrifuga y en pocas horas generara
suficiente  producto (amplicon) para ser visudlizado y medido

directamente en un gel de poliacrilamida o de agarosa (Arbeit, 1995).

Se han desarrollado diversas variaciones de ésta técnica para proveer de
adecuada informacion adicional para el tipado de cepas, entre ellas. la digestion por
restriccion de los productos de la PCR, usando una endonucleasa de restriccion y
analizando los fragmentos de restriccion resultantes en polimorfismos mediante
electroforesis. La rep-PCR basada en secuencias repetitivas del cromosoma, la PCR
con iniciadores arbitrarios basada en e hecho de que pequefios iniciadores (10 kb)

cuyas secuencias no estan dirigidas, directamente, a agun locus especifico
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hibridizaran con suficiente afinidad en sitios aleatorios del cromosoma para permitir

la iniciacion de la polimerizacion (Arbeit, 1995).

Las principales ventgas de estas técnicas incluyen su flexibilidad,
simplicidad, disponibilidad de equipo y reactivos y rdpida puesta en marcha. Sus
problemas criticos se refieren a la optimizacion de los protocolos y 1a eleccion de los
reactivos, la reproductibilidad entre corridas y entre diferentes laboratorios, la
interpretacion de los patrones y criterios de diferenciacion usadas para la delineacion
de un clon (Struelens et al., 1996).
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1.9.5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE TIPADO
MOLECULAR.

Los criterios de interpretacion de los polimorfismos gendmicos en estudios
epidemiologicos de agentes microbianos patdgenos varian de acuerdo con €l
propésito del estudio, por gemplo, s se trata de la investigacion de un brote o de un
proyecto de vigilancia a gran escala. Hay varios criterios de indole general, recogidos
por consenso de los miembros del grupo europeo de marcadores epidemiol 6gicos de
la sociedad europea de microbiologia clinica y enfermedades infecciosas (Struelens
et a., 1996), relacionadas con el andlisis cuantitativo del polimorfismo genémico

microbiano con fines epidemiol 6gicos. Estos pueden resumirse como sigue:

1) Un clon es un grupo de organismos genéticamente idénticos descendientes

de un Unico antecesor comun.

2) Ningun método de tipado confirma que € genoma entero de dos

organismos es idéntico.

3) Se acepta que cerca de 30 sitios gendmicos son necesarios para estimar de
forma fidedigna la estructura de un clon, aunque este numero puede variar
dependiendo de la diversidad del locus. De manera grosera, esto equivale a mismo
nimero de bandas de ADN en patrones de restriccion o amplificacion que deben ser

analizadas para estimar, adecuadamente, la diversidad gendmica.

4) Larelacion entre cepas es inferida mediante los métodos de tipificacion basados
en e tamafio del ADN tras la separacion por electrofresis, bien en términos de
nimero de bandas diferentes o, bien en € porcentgje de similitud de los patrones de
bandas (Coeficiente de Dice).

5) Para métodos muy discriminativos capaces de distinguir, consistentemente,

aisamientos epidemiol6gicamente no relacionados, la observacion de que dos
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aislamientos representan e mismo tipo sugiere, firmemente, que ambos estén

genéticay epidemiol 6gicamente relacionados.

6) La interpretacion de los resultados de tipado es més dificil cuando los
alslamientos son similares, es decir, cuando difieren tan sdlo en uno 6 en pocas de las

NUMErosas caracteristicas analizadas.

7) Los aidamientos que difieren pero no lo suficiente como para ser
designados como un distinto tipo, normalmente, son denominados subtipos del tipo

mas parecido.

8) Los aidamientos cuyos perfiles de tipado son indistinguibles se notifican
como aislamientos multiples de una Unica cepa. Frecuentemente, el perfil de tipado
mas comun (0 modal) detectado en un grupo de aisamientos es considerado

representante de la cepa de un brote.

9) Aisdamientos cuyos perfiles de tipado difieren de este patron modal por un
evento genético (cambio de 2-3 bandas) son considerados genéticamente “ muy

relacionados’ y probablemente, parte del brote con fines clinicos y epidemiol 6gicos.

10) Los aislamientos cuyos perfiles difieren del patron modal en dos eventos
genéticos (cambios de 4-6 bandas) se consideran “ posiblemente relacionados’

genéticamente y posiblemente, parte del brote.

11) Aislamientos cuyos perfiles difieren en 3 6 méas eventos genéticos (mas

de 7 bandas) son considerados “diferentes” y no forman parte del brote.

12) La decison fina acerca de si incluirle en “muy relacionado o
posiblemente relacionado” en la definicién epidemiolégica del brote vendra dada
por la integracion del andlisis molecular y clinico (Arbeit, 1995; Struelens et al.,
1996).
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13) En general, la similitud del patron gendmico no puede ser considerada
como la medida exacta de la distancia genética, debido a que la posicién de las
bandas no es independiente, un Gnico punto de mutacién puede producir hasta tres
diferencias en las bandas en € patrén de restriccion del ADN, s esta asociado con la
creacion o eiminaciéon de un sSitio de restriccion. Sin embargo, en ciertas
condiciones, € patrén de macrorrestricciéon gendmica puede ser utilizado para

especies y subespecies como medida de relacion genética (Struelens et a., 1996).
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1.9.6. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA SALMONELLA.

La epidemiologia molecular de la Salmonella es la aplicacion de las técnicas
de genética molecular para la tipificacion de cepas de Salmonella con fines
epidemiologicos. La sensibilidad y especificidad de los sistemas de tipificacion
usando técnicas de genética molecular son tales que pueden ser utilizadas para probar
hipétesis, gue no pueden probarse facilmente por la epidemiologia tradiciona u otras

técnicas de laboratorio.

Se han aplicado a la investigacion de Salmonella de una fuente comun,
confirmando por ejemplo, laimportancia de la diseminacion de salmonelas desde los
animales a hombre, y han sido aplicadas a estudios de la transmision de la

resistencia antimicrobiana en la Salmonella.

Epidemiol 6gicamente, es importante la tipificacion de Salmonella debido a
que permite asociar un caso con otro, y asociacion de casos con aimento u otros
vehiculos, animales, area geogréfica o periodo de tiempo. El tipado molecular de
Salmonella esta basado en el contenido de ADN del organismo (utilizado para la
identificacion de un clon), méas gque en las caracteristicas fenotipicas, tales como €

biotipo o fagotipo.

La Tabla 7 presenta un resumen de diversas publicaciones en las que se han
empleado las técnicas moleculares en € estudio epidemioldgico de cepas de
Salmonella.
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Tabla 7. Aplicaciones de la epidemiologia molecular en €l estudio de las

salmonelas no typhi.
Aplicacion M étodo
Autor (es)
Investigacion de brote PP Taylor et a., 1981

Estudio casos-controles

Serotipo: Munchen
Vehiculo: marihuana
Investigacion de brote
Serotipo: Newport PP Riley et al., 1983
Vehiculo: carne de vacuno
Investigacion de brote
Serotipo: Goaldcoast PP Threlfall et al., 1986
Vehiculo: Paté francés

Estudio de resistencia a
antimicrobianos PP Tacket et al., 1985
Serotipo: Enteritidis

Vehiculo: leche cruda

Estudio de resistencia a

antimicrobianos, Brote de PP Casdino et al., 1984
infeccion nosocomial

Serotipo: Wien

Estudio de resistencia a

antimicrobianos, Trasmision PP Spikaet d., 1987

anima hombre

Serotipo: Newport

Estudio de resistencia a
antimicrobianos PP O'Brien et al., 1982
Origen: anima y humano

Serotipo: Typhimurium

Estudio de la repercusion de
antimicrobianos en alimentos para PP Holmberg et al., 1984
animales

Serotipo: Newport
Animal; vacuno
Diferenciacion de cepas

Serotipo: Muenster PP Benzanson et al., 1983
Diferenciacion de cepas
Origen animal PP Nakamuraet al., 1986

Serotipo: Typhimurium
Diferenciacion de cepas
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Origen clinico y bovino
Serotipo: Dublin

PP

Olsenetal., 1990

Diferenciacion de cepas
Origen avicola
Serotipo: Berta

PP

Sorensen et al., 1991

Diferenciacion de cepas
Origen animal
Serotipo: Gallinarum

PP

Christensen et al ., 1992

Diferenciacion de cepas
Origen clinico
Serotipo: Dublin

PP

Feriset a., 1992

Diferenciacion de cepas
Serotipo: Enteritidis

PP

Riveraet al., 1991

Morriset al., 1992

Brown et al., 1993
Nair et ., 1995

Vigilancia Epidemiol 6gica
Serotipo: Enteritidis FT 4

PP

Threlfal et al., 1994

Diferenciacion de fagotipos
Investigacion de brote
Serotipo: Typhimurium

PP

Threlfall et a., 1990

Diferenciacién de cepas, brote
Serotipo: Typhimurium
Vehiculo: chocolate

REA

Kapperud et al., 1989

Investigacion de brote,
identificacion de fuente
Serotipo: Enteritidis

Vehiculo: huevo

REA

Dorn et a., 1993

Identificacién de expansién clonal
de fagotipos
Serotipo: Enteritidis

PFGE

Bauttsh, 1993

Identificacion de fuentes comunes
de brotes
Serotipos:
Stanley

Bovismorbificans y

PFGE

Puohiemi et al., 1997

Investigacion de brote

Asociacion alimento y
mani pul ador

Serotipo: Javiana

PFGE

Roger et a., 1998

Diferenciacion casos esporadicos y
brotes
Serotipo: Enteritidis

PFGE

Suzuki et al., 1996
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Investigacion de brote PFGE Gonzdlez-Heviaet a.,
Serotipo: Enteritidis 1994
Murase et d., 1996
Thong et d., 1998
Diferenciacion de cepas Southern
Serotipo: Enteritidis Hidridizacio Useraet al., 1994
n
Diferenciacion de cepas
Serotipos. Reading, Seftenberg y| Ribotipado Esteban et a., 1993
Typhimurium
Investigacion de brote Ribotipado Gruner et ., 1994
Serotipo: Enteritidis
Gonzaez-Heviay
Diferenciacion de cepas Ribotipado Mendoza, 1995
Serotipo: Enteritidis Liebisch y Schwarz,
1996
Landeras et a., 1996
Diferenciacion de fagotipos Ribotipado Powell et al., 1995
Serotipo: Enteritidis y PFGE Baggesen et al., 1997
Typhimurium
Diferenciacion de cepas
Serotipos: Varios PCR Lagatolla et a., 1996
Determinacion de cambios PCR, Fadl y Khan, 1997
genotipicos primers
Serotipo: Enteritidis arbitrarios
Origen: pollos
Deteccion de Samonella en PCR, Miyamoto et al., 1998
aimentos primers
Serotipo: Typhimurium arbitrarios
Detecciéon de Samonella en PCR Gouws et a., 1998
alimentos Bailey, 1998
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[1.1. INTRODUCCION

Seguin datos del afio 1997 de la Consgjeria de Agricultura la produccion local
de pollos acanzo la cifra de 10.698.730 Kg por afio en Canarias, exportandose
aproximadamente la mitad. Por tanto, el consumo de pollos de produccién local en
Canarias fue de 5.577.730 Kg.

Por otra parte, estadisticas de la Camara de Comercio indican que, para €
mismo afio, se recibieron 31.019.011 Kg de carne de pollo importada en diferentes
presentaciones y procedentes de diversos paises (americanos, europeos y asiaticos).
Pollo entero congelado, pollo troceado congelado, pollo entero fresco o refrigerado
y pollo troceado fresco o refrigerado fueron las presentaciones comerciaes llegadas a

la Comunidad Auténoma de Canarias (Tabla 8).

En 1997 Canarias importd carne de pollo principamente de Brasil (70%),
Paises Bgjos (11,4%), Francia (9,5%), y Estados Unidos (5,6%). De Brasil y Paises
Baos se recibieron, fundamentaimente, pollo entero y troceado congelado, de
Francia solo pollo entero congelado y de los Estados Unidos solo pollo troceado

congelado.
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Autonéma de Canarias en 1997

Tabla 8. Origen dela carne de pollo importada consumida en la Comunidad

Presentacion Origen Cantidad (Kg) | %
Pollo entero fresco Reino Unido 654 0.002
Francia 2.936.244 9,5
Brasil 2.732.648 8,80
Paises Bgjos 2.508.571 8,08
Bélg-Luxem 262.490 0,84
Pollo entero congelado Austria 18.510 0,05
Hungria 6.000 0,02
Reino Unido 104 0,0003
Pollo troceado fresco Reino Unido 1.625 0,005
Brasil 18.972.776 61,2
EEUU 1.750.244 5,64
Paises Bgjos 1.029.654 3,31
Irlanda 429.681 1,38
Pollo troceado congelado | Bélg-Luxem. 317.510 1,02
Reino Unido 23.795 0,07
Tailandia 16.615 0,05
Hungria 13.892 0,04
TOTAL 31.019.011 100%
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[1.2. MUESTRASENSAYADAS

En este estudio se analizan muestras correspondientes a pollos enteros
procedentes de Francia y Brasil, pechugas de Brasil y muslos de Brasil y Estados
Unidos, siendo éstas recogidas en un periodo de tiempo de 18 meses comprendidos
entre Junio de 1.996 y Diciembre de 1.997.

Se ha mantenido la proporcion de las muestras analizadas relacionadas con la
cantidad de kilogramos de carne de pollo importada. No se ensayaron muestras
procedentes de Paises Bajos debido a que éstas fueron distribuidas principalmente en

la Provincia de Las Palmas de Gran Canaria

En total se ensayaron 406 muestras, 170 muslos, 121 pechugas y 115 enteros
(Tabla 9). Las presentaciones comerciales de pollo para el consumo humano pueden
venir con o sin piel. Hemos considerado como unidad analitica de cada muestra, las
dos partes a andlizar (piel y musculo). El total de unidades andliticas estudiadas fue
de 691 (Tabla 10).

La distribucion de las muestras segin pais de procedencia y tipo de muestra
sereflgaenlaTabla 11.

Tabla 9. Distribucién absoluta y porcentual del total de muestras ensayadas

Tipo de Muestra N° %

Muslos 170 419
Pechugas 121 29,8
Enteros 115 28,3
Total 406 100,0
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Tabla 10. Distribucién absoluta del total de unidades analiticas ensayadas segun

tipo de muestra

Tipo de Muestra Piel Musculo Total
Muslos 170 170 340
Pechugas 0 121 121
Enteros 115 115 230
Tota 285 406 691

Tabla 11. Distribucion absoluta del total de muestr as ensayadas segiin pais

Tipo de Muestra Brasl Francia EEUU Total
Muslos 143 0 27 170
Pechugas 121 0 0 121
Enteros 39 76 0 115
Total 303 76 27 691

-114-




Material y Métodos

I1.3. RECOGIDA DE MUESTRAS

Como la finalidad del muestreo en microbiologia aimentaria es obtener una
muestra representativa del alimento para su andlisis y concebir resultados fiables
sobre su estado higiénico sanitario, es necesario que e producto, en e momento de
su andlisis, retina las mismas condiciones microbiolégicas que tenia a redizar €
muestreo. La recoleccion se realiz0 bajo estrictas condiciones de asepsia y con

material estéril.

Esta operacion fue llevada a cabo por e personal de veterinarios adscritos ala
Direccién General de Salud Publica del Servicio Canario de Salud en la ida de

Tenerife.

Una vez tomadas las muestras fueron enumeradas y etiquetadas
correctamente, transportandolas en e menor tiempo posible, en nevera hasta €
laboratorio de microbiologia alimentaria del Area de Medicina Preventiva y Salud
Publica de la Universidad de La Laguna, manteniéndolas congeladas (-10 °C) hasta

su andlisis.
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I1.4. PREPARACION DE LASMUESTRAS PARA EL ANALISIS

Al ser todas congeladas, |a preparacion de las muestras para el andisis, se

inicia con su descongelacion en nevera (4° C) durante toda la noche.

La piel se separa mediante una incision aséptica con bisturi, quemando
posteriormente |la superficie de la carne expuesta para obtener, con un nuevo bisturi
estéril, la porcion de musculo. En balanza electronica (Cobos Precison M-150) se
pesan 25 g de cada unidad analitica de la presentacion, colocandose en bolsas

plasticas individual es estériles.
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I1.5. METODO DE ANALISISMICROBIOLOGICO

La sistemética analitica para e aidamiento e identificacion de
microorganismos del género Salmonella en los aimentos utiliza € esquema
propuesto por Edel y Kampelmacher en € afio 1969 y recogido por las normas

nacionales e internacionales.

Pre-enriquecimiento en medio liquido no selectivo (18 horas)
Enriquecimiento en medios liquidos selectivos (24-48 horas)
Aidlamiento diferencial sobre medios solidos selectivos (24-48 horas)

Confirmacion bioquimica de las colonias sospechosas

Confirmacién serol égica de las colonias sospechosas

En este estudio se han seguido las normas recomendadas por €l Centro Nacional

de Nutricion (Pascual, 1992) y por Mossel y Moreno (1985).

11.5.1. PRE-ENRIQUECIMIENTO EN MEDIO LiQUIDO NO SELECTIVO

En esta etapa se busca revivir las salmonelas lesionadas, incrementar su
vitalidad, proporcionandoles las condiciones fisiolOgicas adecuadas para su perfecto

desarrollo.

El medio elegido es € agua de peptona tamponada que, a mantener un pH
constante, favorece el desarrollo de Salmonella, ademas que la peptona y los

fosfatos la revitalizan.
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Una vez pesados los 25 g de muestra, se afiade agua de peptona tamponada
(225 ml) a la bolsa pléstica, obteniéndose una solucion 1:10. Luego se coloca
convenientemente esta mezcla en € “Stomacher” (Colworth Lab Blender 400),
donde es triturada mecénicamente, con las dos paletas situadas en e interior del

mismo, durante dos minutos.

Con esta maniobra se consigue disgregar la piel 0 € musculo del polloy se
contribuye a poner en suspension a los microorganismos. La mezcla homogeneizada

es incubada a 37° C durante 18 horas (solucion madre).

[1.5.1.1. COMPOSICION Y PREPARACION DEL AGUA DE PEPTONA
TAMPONADA (BUFFERED PEPTONE WATER, CM509 OXOID)

S 010 - T PP PR R 109
Cloruro de SOAI0........ccouiiieceee ettt eere s 59
(RO IS = [0 ] =06 [ U 3549
[0S (0T 1010010 0 0 = S oo TS 159
AQUAESHITATAL........eeeeeeeeeeee e 1000 ml
pH 7.2+ 0.2

Se disuelve por caentamiento y se dispensaen matraces Erlenmeyer de 500

ml arazon de 225 ml, esterilizando en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Es un medio de pre-enriquecimiento para ser usado antes del medio de
enriquecimiento para e aislamiento de especies de Salmonella a partir de alimentos.
Favorece la resuscitacion de las células que han sido dafiadas por los procesos de

preservacion de los alimentos.
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11.5.2. ENRIQUECIMIENTO EN MEDIOSLIQUIDOS SELECTIVOS

En esta fase se trata de estimular y favorecer e crecimiento de las salmonelas
al tiempo que se restringe la proliferacion de la flora competitiva. Esto se lleva a
cabo transfiriendo 0,1 ml de la solucion madre antes preparada, a caldo de
Rappaport-Vassiliadis e incubando a 42° C, temperaturaideal para la recuperacion de

Salmonella, durante 24-48 horas.

El medio Rappaport-Vassiliadis contiene verde malaquita responsable de
inhibir el crecimiento de la flora competitiva, pero no de Salmonella. Los fosfatos
monopotésico y dipotésico mantienen el pH constante y la concentracion de cloruro
magnésico es Optima para lograr un buen enriquecimiento del caldo y favorecer €

desarrollo de Salmonella.

11.5.2.1. COMPOSICION Y PREPARACION DEL CALDO DE
ENRIQUECIMIENTO RAPPAPORT-VASSILIADIS (RAPPAPORT-
VASSILIADISENRICHMENT BROTH, CM 669 OXOID)

PEPIONG TE SOJAL......c.eeeeeeeterieee et 59
Cloruro de SOI0........ccouiiieiiee ettt st ae e neenre s 849
FOSfALO MONOPOLASICO......ccveeviieieciecie sttt ettt et e esre e 169
Cloruro de MagNESIO.......ccuecueeieeie e sieeee st steeee et ee e sre s e sreenseeneesreenes 40¢g
Verde de MalagUItaL.........cceeiieiiieiie e et 0,049
AQUAAESEIHATA.........eieeeeicieee s 1000 ml
pH 55+ 0.2

Las cantidades dadas para la férmula clésica hacen 110 ml de medio.
Siguiendo las instrucciones del manual OXOID, se pesan 30 g (peso equivaente del
medio deshidratado por litro) y se afiaden 1000 ml de agua destilada, repartiéndolo
en botellas o tubos de tapén de rosca en volumenes de 10 ml y esterilizamos en

autoclave a 115°C durante 15 minutos.
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Este medio esta basado en una formulacion aportada por Van Schothorst y
Renaud (1983) y ha sido recomendado como medio de enriquecimiento selectivo

cuando se pretende aidlar Salmonella a partir de alimentos y muestras ambiental es.

También puede usarse para aidar Salmonella en muestras de heces humanas
sin pre-enriquecimiento, pero tomando en cuenta que el inoculo debera ser pequefio.
La formulacion origina descrita por Rappaport y colaboradores en 1956 fue,
especificamente, disefiada para explotar cuatro caracteristicas de las especies de

Salmonella cuando se comparan con otras Enterobacteriaceae:

1.- Lacapacidad de sobrevivir a presiones osmaticas relativamente altas.
2.- Lamultiplicacion aniveles de pH relativamente bajos.
3.- El ser relativamente més resistentes a verde malaguita.

4.- El tener requerimientos nutritivos relativamente menores.

El Rappaport-Vassliadis es superior que e caldo de sdenito y € de
tetrationato para e enriquecimiento de Salmonella (con excepcion de S. typhi).
Vassiliadis y colaboradores modificaron e caldo de Rappaport disminuyendo la
concentracion de verde malaquita y aumentando la temperatura de incubacion a
43°C. Esta modificacion es e medio Rappaport-Vassiliadis que ha demostrado ser
superior a otros medios de enriquecimiento selectivo para Salmonella, especiamente

cuando se usa un peguefio inoculo (Vassiliadis et ., 1976).

El cado de Rappaport-Vassiliadis de OXOID es similar a descrito por
Vassiliadis y colaboradores, solo que la peptona usada es peptona de soja, que
favorece el crecimiento de Salmonella.

Es importante que el tamafo del inoculo usado sea suficientemente pequefio
para no interferir con la selectividad del medio. Las proporciones inoculo/caldo
recomendadas estan entre 1:100 y 1:2000.
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11.5.3. AISLAMIENTO DIFERENCIAL SOBRE MEDIOS SOLIDOS
SELECTIVOS

Se restringe, alin mas, € crecimiento de la flora competitivay se estimula e
de Salmonella. La composicion de los medios seleccionados permite e crecimiento

de colonias con aspecto caracteristico en cada uno de ellos:

A partir del cultivo obtenido en e medio de Rappaport-Vassiliadis, se
siembra por duplicado y sin recargar €l asa en la segunda placa, sobre agar xilosa
lisna-desoxicolato (XLD, OXOID) y agar Salmonella-Shigella (S-S, OXOID) e
incubamos en estufa a 37° C, durante 24-48 horas.

Las colonias de Salmonella crecidas sobre XLD son rojas con centros negros
debido a un cambio en & pH por fermentacion de la xilosa 'y descarboxilacién de la
lisna. A veces no se forman centros negros o, por € contrario, las colonias son
negras casi por completo. Los centros negros se deben a la produccién de HS. Las
colonias de Salmonella crecidas sobre S-S muestran un centro negro rodeado de un

borde claro.

11531 COMPOSICION Y PREPARACON DEL AGAR SALMONELLA
SHIGELLA (SALMONELLA SHIGELLA AGAR, SSAGAR, CM99 OXOID)

0NV T I o T = o o SRR 59
= 00 = TSRS 59
S o1 0 - PP 109
SAlES BIlIAIES....cccuii et 8509
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(O L= (0 ] 0 (SIS o [ o SRS 109
TIOSUITALO A SOUIO......c.ui et 8549
(@117 (0N (= 1 oo TSRS lg
VeErde DITANTE. ... s 0.00033 g
ROJO NEULIO......eeeiee ettt ettt s e b e e sb e e e e e e nre e sneeenns 0,025 g
o = | SRRSO 159
AQUAAESHIATAL. ... 1000 ml

pH 7.0+ 0.2

Se disuelve por calentamiento hasta hervir, agitando suave y frecuentemente.
No se llevaa autoclave. Se dgja enfriar a 50°C en un bafio y se dispensa a placas de

Petri estériles.

Es un medio selectivo y diferencial para € aidamiento de Salmonella y
algunas especies de Shigella a partir de muestras clinicas, aimentos, etc. Los
microorganismos gram-positivos y coliformes son inhibidos debido a la accion de los
componentes inhibitorios selectivos, es decir, del verde brillante, sales hiliares,

tiosulfato y citrato.

El tiosulfato en combinacion con e hierro actla también como un indicador
de la produccion de sulfito, o que observamos en el ennegrecimiento de los centros

de las colonias.

11.5.3.2. COMPOSICION Y PREPARACION DEL AGAR XILOSA-LISINA-
DESOXICOLATO (XLD MEDIUM, CM469 OXOID)

Extracto delevadura en [VO.........ccooeiii i 39
Clorhidrato de L-liSINaL.......cccoeeiieieiieeeree e 59
D21 o= TSRS 3759
LACIOSAL......co e e 759
B2 02 (0= 1SR 759
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DesoXICOlato A SOI0.......ccueiirieiie it e e reeanee s 1lg
ClOruro de SOI0.........eiuerieeieiieiee e se e e 59
TIOSUITALO A SOUIO......c.ui et 6,8 g
Citrato FETICO @AMONICO. ......c.veeiitie ettt ee st e e te s st e e s st e e e sba e s sbee s sareesnes 08¢
0] o 1 (0o 0,08 g
F o = TSR SPRP PR 25,59
Agua destilagdan.........ccoeeeiiiienice e 1000 ml
pH 7.4+0.2

Se disuelve por calentamiento suave hasta ebullicion con agitacion frecuente,
gjustando el pH a 6,9. Luego enfriamos a 50°C en un bafio y distribuimos en placas a
razon de 15 ml. No se debe preparar demasiada cantidad del medio para no tener que

prolongar €l tiempo de calentamiento. No es requiere esterilizacion en autoclave.

Este medio fue originamente formulado por Taylor (1965) para €
aislamiento de Shigella en muestras de heces. Desde entonces ha sido un medio
satisfactorio para € aislamiento e identificacion presuntiva tanto de Salmonellae
como de Shigellae.

Se basa en la fermentacién de la xilosa, descarboxilacion de la lisina y
produccién de sulfuro de hidrégeno para la diferenciacion primaria de Shigella y

Salmonella de bacterias no patdgenas.

La rgpida fermentacion de la xilosa es cas universal en las Enterobacterias,
excepto para los miembros de los géneros Shigella, Providenciay Edwarsiella. Por
ello, la presencia de xilosa en € medio es para que las especies de Shigella puedan
ser identificadas por una reaccion negativa. Las especies de Salmonella son
diferenciadas de los fermentadores de xilosa no patdégenos debido a la incorporacién
de la lisina en e medio. Las saimonelas agotan la xilosa y descarboxilan la lisina,
alterando en consecuencia e pH. La presencia de especies de Salmonella y
Edwarsiella se diferencian de la presencia de Shigellae por un indicador de sulfuro

de hidrogeno.
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La alta acidez producida por fermentacion de la lactosa y sucrosa, evita que
los coliformes lisina positivos cambien e pH a un vaor acaino y que los
productores no patégenos de sulfuro de hidrégeno descarboxilen la lisina. La acidez
también permite prevenir el ennegrecimiento de estos microorganismos por un

periodo de igual o superior de 18-24 horas de la busgueda de patégenos.

El desoxicolato de sodio actla en e medio como un inhibidor. La
concentracion usada permite la inhibicion de los coliformes, sin disminuir la

capacidad para mantener a Salmonellae y Shigellae.

1.5.4. CONFIRMACION BIOQUIMICA DE LAS COLONIAS
SOSPECHOSAS

A partir del medio sdlido se toman dos o mas colonias presuntivas de
Salmonella y se inoculan los tubos de agar triple azlcar hierro inclinado (KIA; TIA).
Se inocula e medio mediante la siembra en estria, atras y adelante en la superficie
inclinada y a continuacion, por picadura en la columna de agar e incubamos por 24
horas a 37°C.

Los cultivos sospechosos de ser Salmonella muestran en agar triple azlcar
hierro las partes inclinadas acalinas (color rojo) y las columnas de medio acidas
(color amarillo), con o sin produccién de gas y ennegrecimiento por presencia de
sulfuro de hidrégeno. Esta reaccion indica que e organismo fermenta la glucosa
(columna amarilla) pero que no fermenta ni la lactosa ni |a sacarosa (parte inclinada
roja), reacciones tipicas de las salmonelas. Sin embargo, algunas salmonelas pueden
fermentar la sacarosa o lalactosay producir acidez (color amarillo) tanto en la parte

inclinada como en la columna del medio.

En caldo de urea sembramos abundantemente, en este caldo la Salmonella al
carecer de ureasa no hidroliza la urea 'y por lo tanto, no hay produccion de amoniaco

ni cambio de color del indicador.
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[1.54.1. COMPOSICION Y PREPARACION DEL AGAR HIERRO DE
KLIGLER (KIA, KLIGER IRON AGAR, CM33 OXOID)

[0 Yo Tl 1= 1 = 1 o S 39
EXIracto de 1@VAaOUIa.........cceiiieieeeseee et s 39
PEDIONAL. ... s 209
ClOruro de SOI0........cciuiiieieee et st reenaenre s 59
=0 (01~ TSR 109
[T o1 TS 1lg
(O 117 (018 = 1 oo TSRS 039
LTS U1kt (o 10 (T o o T 039
ROJO FENOL......coeee e et aa e res 0,059
N = PP 12 g
Aguadestilagdan..........cooeeiiiiiiice s 1000 ml

pH 7.4+ 0.2

Se disuelve por calentamiento y se reparte arazén de 7 ml, aproximadamente,
en tubos de 160 x 16 mm, esterilizando en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se
deja solidificar en posicion inclinada, de tal forma que se obtenga un fondo de 3-5

cm. El medio se debe utilizar dentro de los 5-6 dias que siguen a su preparacion.

Es un medio diferencia para la identificacion de Enterobacteriaceae basado
en lafermentacion de los azlicares y la produccion de sulfuro de hidrogeno. El citrato
férrico se utiliza como indicador para detectar la produccion de dicho sulfuro de

hidrégeno.

[1.5.42. COMPOSICION Y PREPARACION DE LA BASE DE CALDO
UREA DE CHRISTENSEN (UREA BROTH BASE CM 71 OXOID)

PEPIONEL. ... e 19
(1 To o= TR 1g
(RO IS = [0 ] =0 o [ U 129
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Fosfato deshidrogenado de POtaSIO........ccccecveeiieiiie e 08¢
(O Lo 1o X0 (=35 o [ TR 5049
ROJO FENOL......eeeeeceee et 0,004 g
AQUAAESEHTAOA ... e 1000 ml
pH 6,8+ 0,2

Se afiaden 0,9 g de medio a 95 ml de agua destilada, disolvemos y
esterilizamos en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Luego se deja enfriar a 55°C
e introducimos asépticamente 5 ml de una solucion de urea estéril a 40% (Urea 40%
SR20 OXOID). Mezclamos bien y distribuimos en cantidades de 10 ml en tubos

estériles.

Es una modificacion en liquido del medio de Christensen (Maden, 1952). La
modificacion es Util parala diferenciacion de microorganismos productores de ureasa
miembros de los géneros Salmonella y Shigella, durante el andlisis rutinario de

hisopados rectales y heces. Las ventgjas de este medio liquido son que:

1.-Puede usarse una pipeta Pasteur para inocular otro medio de diagndstico.
2.-Se produce un crecimiento rgpido que posibilita detectar una clara reaccion
positivatras de 2 a5 horas de incubacién a 35°C.

3.-Fé&cil determinacion de contaminacion durante el al macenamiento.
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[1.5.5. TECNICA DE AGLUTINACION

Se utiliza una prueba rapida de microaglutinacion a latex (MicroScreen
Latex Slide Agglutination. Microgen Bioproducts) para la identificacion presuntiva
de Salmonella en medios de cultivo selectivos y diferenciales. La investigacion de
salmonelas en cultivos es particularmente adecuada debido a alto valor predictivo de

un resultado negativo.

Principios de la prueba:

Consiste en un preparado de antisueros polivalentes contra un amplio rango
de antigenos flagelares de Salmonella que es usado para cubrir particulas de latex.
Cuando se mezcla con una suspension de Salmonella que contenga estos antigenos,

las particulas de |&tex aglutinan rapidamente formando grumos visibles.

Para evitar reacciones cruzadas con otras Enterobacteriaceae, |0s anticuerpos
contra los principales antigenos somaticos son eliminados durante la preparacion del
antisuero. Consecuentemente, la reaccion predominante es la de los antigenos
flagelares, aunque e reactivo reaccionara también con especies no moviles como S.

pullorumy S gallinarum.

Tras la mezcla del reactivo con una suspension de la colonia sospechosa en
una gota de solucién sdina isoténica, la presencia de aglutinacion en los dos
primeros minutos, es un resultado positivo y es indicativo de la presencia de

Salmonella en la muestra.
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11.5.6. PREPARACION DEL PANEL E |IDENTIFICACION DE
SALMONELLA

Una vez realizada la prueba rapida de micro-aglutinacion a létex, para la
identificacion presuntiva de Salmonella, se procede a la identificacion bioquimicay
estudio de la resistencia a los antimicrobianos de los aislados mediante e MicroScan
WakAway-96, de Baxter Laboratories, usando e panel para microorganismos gram-
negativos (Panel Combo Neg BP tipo 21).

Preparacion del inoculo.

Se utilizo la técnica del patrén de turbidez. Mediante un aplicador estéril o un
asa bacteriol 6gica se tomaron de 4-5 colonias grandes o0 5-10 pequefias, bien aisladas
y morfologicamente similares, en un cultivo de 18-24 horas, emulsionando las
colonias en 3 ml de agua para inoculo (agua destilada esterilizada). La turbidez final
debe ser equivalente a 0,5 McFarland del patrén de turbidez de sulfato de bario. Se
cierrabien el tubo y se agita 2-3 segundos. Luego, se traspasa con pipeta 0,1 ml (100
mcl) de la suspension estandarizada a 25 ml de agua para inoculo con Pluronic-D.
Cerramos bien e invertimos 8-10 veces para mezclar. También se puede utilizar €
sistema PROMPT.

Rehidratacion del Pandl.

Se redliza la rehidratacién/inoculacion del panel mediante el sistema RENOK
de MicroScan con inoculadores B1013-4, obteniéndose en los pocillos una

concentracion final de 4-7 x 10° CFU/m.

Con la ayuda de un cuentagotas, recubrimos los pocillos con los substratos
glucosa, urea, sulfuro de hidrégeno, arginina, ornitina y base descarboxilasa con 3

gotas de aceite minera.
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Incubacion y lectura.

Se coloca la tapa limpia encima del panel para evitar la evaporacion e
incubamos en € interior del Walk-away a 35° C durante 15-24 horas en ambiente sin
CO.. La lectura de las pruebas bioquimicas y de la sensibilidad a antibiéticos es

automética.

11.5.6.1. FUNDAMENTOS DE |IDENTIFICACION DE PRUEBAS
BIOQUIMICAS

Fermentacion de carbohidratos: La fermentacién de un carbohidrato especifico da

lugar a la formacion de &cido y a descenso del pH que se detecta mediante €l
indicador Rojo Fenol. Las salmonelas degradan fermentativamente la glucosa,

manitol, sorbitol y maltosa. Mientras que son sacarosa y lactosa negativas.

Urea: El enzima ureasa actla sobre la urea formando amoniaco. El aumento de pH
es detectado mediante e indicador rojo fenol. Las salmonelas no hidrolizan la urea,

por tanto son urea negativa.

Sulfuro de Hidrégeno (H,S): A partir de tiosulfato de sodio se produce sulfuro de

hidrogeno gaseoso que reacciona con los iones férricos del medio para producir un
precipitado negro. Las salmonelas son H,S (+).

Indal: El metabolismo del triptéfano da lugar a la formacion de indol, que se detecta
por la adiccion del reactivo de Kovac. Si se produce indol se desarrolla un color rojo.

Las salmonelas no producen indol, por tanto son indol (-).

Lisina: La descarboxilaciéon de este aminoécido da lugar a la formaciéon de aminas
basicas detectadas por € indicador parpura de bromocresol (reaccion acaling). Las

salmonelas, por 1o general, descarboxilan lalisina (lisina +).
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Triptéfano desaminasa: Las bacterias capaces de desaminar € triptéfano producen

&cido indol pirdvico que reacciona con los productos hidroliticos para formar un

precipitado negro. Las salmonelas no son capaces de desaminar € triptéfano.

Voges-Proskauer: A partir del piruvato sodico se produce acetoina, indicado por la
aparicion de color rojo al anadir KOH a 40% y afanaftol a 5%. Las salmonelas no

producen acetoina, por lo que lareaccion de Voges-Proskauer es negativa.

Betagalactosidasa: La betagalactosidasa hidroliza € orto-nitrofenil-beta-D-

galactopirandsido que libera el orto-nitrofenol de color amarillo. Las salmonelas no

producen betagal actosidasa, por tanto son ONPG (-).

Citrato: La utilizacion de éste substrato como Unica fuente de carbono para €
metabolismo da lugar a un aumento del pH que es detectado por e indicador azul de

bromotimol. Las salmonelas son citrato (+).

Nitrato: Se detecta la capacidad de un organismo para reducir €l nitrato a nitrito
anadiendo N,N-Dimetil-alfa-naftilamina y é&cido sulfanilico, produciéndose un color

rojo en presencia de nitrito. Las salmonelas reducen |os nitratos a nitrito.
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11.5.6.2. FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A
ANTIMICROBIANOS

Para € panel Combo Neg. BP 2l las concentraciones de antibidticos
utilizadas, son las equivalentes a los puntos de ruptura por categorias del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). La sensibilidad se registra
basandose en la inhibicion de un organismo a baja y ata concentracion ante un
agente antimicrobiano. La inhibicion del crecimiento en ambas se define como
Sensible (S). Lainhibicion del crecimiento solo en la concentracién mayor se define
como Moderadamente Sensible (MS) o Intermedia (I). Crecimiento en ambas
concentraciones, alta y baa, se define como Resistente (R) (Manual BAXTER
Gram-negativos). Sin embargo, a efectos de facilitar €l andlisis de los resultados en
este estudio se han considerado tan solo las dos categorias esenciales, es decir
Sensible y Resistente (que engloba a los aislados Resistentes, Moderadamente
Sensibles 0 de Sensibilidad Intermedia).

Estas pruebas son una miniaturizacion de las pruebas de sensibilidad
realizadas por el método de la dilucion en tubo. Se diluyen seriadamente diversos
agentes antimicrobianos en caldo Mueller-Hinton suplementado con Calcio y
Magnesio, a fin de obtener aguellas concentraciones de interés. Los pocillos de
Cotrimoxazol (Trimetoprim/Sulfametoxazol) contienen timidin-fosforilasa para

reducir los niveles de timidina en e medio.

Después de inocular una solucion estandarizada de microorganismos e
incubar durante 15 horas a 35°C, se determina la concentracion minima inhibitoria
(CMI) observando la concentracion mas baja de cada antimicrobiano que muestra

inhibiciéon del crecimiento.

Se ensayaron los diguientes antimicrobianos. Amikacina  (AK),
Amoxicilina/Clavulanico (Aug), Ampicilina (Am), Aztreonam (Az), Cefazolina
(Cfz), Cloramfenicol (C), Ciprofloxacina (Cp), Cotrimoxazol (T/S), Gentamicina

(Gm), Imipenem (Imp), Ofloxacina (Ofl), Piperacilina (Pi), Tetraciclina (Te) y
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Tobramicina (To). Las concentraciones probadas para cada antibiético se presentan

en la siguiente tabla.

Tabla 12. Concentraciones de los antimicr obianos ensayados

Concentracién Concentracién

Antibioticos minima maxima
Amikacina (Ak) 16 32
Amoxicilina/clavulanico (Aug) 8/4 16/8
Ampicilina(Am) 8 16
Aztreonam (Az) 8 16
Cefazolina (Cfz) 8 16
Cloramfenicol (C) 8 16
Ciprofloxacina (Cp) 1 2
Cotrimoxazol (T/S) 2/38 -
Gentamicina (Gm) 4 8

I mipenem (Imp) 4 8
Ofloxacina (Ofl) 1 4
Piperacilina (Pi) 16 64
Tetraciclina (Te) 4 8
Tobramicina (To) 4 8
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[1.5.7. TIPIFICACION DE SALMONELLA SPP

L os aislados de Salmonella son conservado en medio Le Minor hasta su envio

al Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella para su tipificacion.

En este centro las cepas recibidas se siembran en agar McConkey para su
reaislamiento y se confirma que pertenecen a género Salmonella por pruebas

bioquimicas convencionales.

La serotipificacion se realiza por microaglutinacion y aglutinacion en porta,
utilizando sueros polivalentes y especificos preparados en su mayoria en dicho
laboratorio de acuerdo a las pautas para la preparacion de antisueros de Salmonella
(Le Minor et al., 1989). En algunos casos se utilizan sueros comerciales producidos
por Diagnostic Pasteur, Paris, Francia. El estudio de las subespecies se rediza
siguiendo €l método de Le Minor (19824).

En & Centro Nacional de Referencia de Salmonela en Espafia sdlo se rediza
la identificacion de los fagotipos para los serotipos Enteritidis, Typhimurium y
Virchow de Salmonella, dada la importancia que tienen en cuanto a su dta

frecuencia tanto en muestras de origen humano, como en las de origen no humano.

[1.5.71. COMPOSICION Y PREPARACION DEL MEDIO LE MINOR
PARA CONSERVACION DE CEPAS

EXIracto d@ CarNe.......oceeceeece et 5
=00 0= T USSR 109
ClOruro de SOI0......ccueiueriieiieieie ettt se e ne s 39
Fosfato dibasiCo de SOTI0...........coueeiuiieeceeieee e 29
o = PR 10 g
Aguadestiladan.........ccooeeiiiiiii e 1000 ml
pH 7.4

-133-



Material y Métodos

Se afaden los componentes a agua destilada y se calienta llevando a
ebullicion hasta la disolucién completa. Se distribuye a razén de 4-5 ml  por tubo

con tapa de rosca, se lleva a autoclave a 121°C durante 15 minutos.

11.5.8. CRITERIOS MICROBIOLOGICOS DEL CENTRO NACIONAL DE
NUTRICION PARA LA INTERPRETACION DE LOSRESULTADOS

Resultado positivo: indica la presencia de Salmonella spp en 25 g de muestra
analizada.

Resultado negativo: esla ausencia de Salmonella spp en 25 g de muestra analizada.
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I1.6. ENSAYO: MACRORRESTRICCION EN CAMPO
PULSADO

La macrorrestriccion en campo pulsado se realiza segun la técnica descrita
por Smith y colaboradores (1988) adaptada para bacilos gram-negativos, que abarca

fundamentalmente de cinco grandes pasos.

1) Preparacion delosinsertosy lisis celular
2) Lavado de los insertos

3) Restriccion

4) Electroforesis

5) Tincion y visuaizacion.

1)Preparacion delosinsertosy lisis celular

A partir de un cultivo de 18 horas en agitacion a 37°C en caldo de Luria
Bertani, con una absorbancia a 450 nm y una densidad éptica de 0,6-0,7, se toman 10
ml del caldo y centrifugamos a 3000 rpm durante 10 minutos. Luego resuspendemos

el sedimento y gjustamos a 1 ml de volumen final con PET IV.

Se lavan los moldes con alcohol 96° y después agua bidestilada para la
formacién de los insertos y dejamos secar. Una vez secos los moldes, sellamos la

parte inferior con cinta adhesiva transparente.

Se prepara la cantidad necesaria de agarosa de bagjo punto de fusion (Incert
agarosa, FMC Bioproducts, EEUU) a 1,6% en agua para |os insertos. Posteriormente
se diluye la mitad con la muestra, quedando una concentracién final de agarosa a

0,8%. Normamente, se preparan cinco insertos por muestra y cada inserto tiene un

volumen de 100 i, por lo que se necesitan 300 m de agarosa a 1,6%.
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Se disuelve la agarosa por calor y la mantenemos a 40-45°C. Mientras,
transferimos 300 m de muestra resuspendida en e tampon PET IV a un tubo de

microcentrifugay afiadimos 300 M de agarosa de bajo punto de fusion.

La mezcla es homogeneizada y sin dgjar que enfriar dispensamos 100 m en

cada bloque del molde, dejando solidificar a 4°C durante aproximadamente 1 hora.

Seguidamente, sacamos los insertos del molde, retirando la cinta adhesiva y
con ayuda de una pera de goma ejercemos presion en la parte superior para que €
inserto salga. De esta manera lo transferimos directamente a un tubo de 2 ml con tapa
de rosca con ESP. Incubamos a 50°C durante 24 horas. En esta solucion los insertos

pueden guardarse a 4°C durante un afio aproximadamente.

2) Lavado delosinsertos

Antes de proceder a la digestion con enzimas de restriccion es necesario
inactivar la proteinasa K y eliminar los detergentes utilizados para la lisis celular, ya
gue éstos podrian inactivar 1os enzimas de restriccién. Se realizan de 4-5 lavados a
cada inserto con 1 ml de TE. Es importante en esta operacion manipular
adecuadamente € inserto ayudandonos con una pipeta Pasteur cerrada y con un
angulo en la punta. Al completar los lavados se dgjan 10 minutos a temperatura

ambiente y luego los ponemos a 4°C para que solidifique € inserto.

En e mismo tubo de microcentrifuga se cambia el TE con otra pipeta Pasteur,

sin tocar € inserto y sin tomarse mucho tiempo para evitar la desecacion del mismo.

3) Restriccion de losinsertos

Ladigestion del ADN, a igual que lalisis celular, tiene lugar en € inserto por
difusion del enzima a través de la agarosa. Los enzimas que se utilizan para €
andisis de restriccion del ADN cromosdmico en electroforesis en gel en campo
pulsado (PFGE) son endonucleasas de baja frecuencia de corte, por 10 que se generan

fragmentos grandes y poco numerosos.
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En este caso la digestion del ADN cromosdmico se realiza seguin € método
descrito por Smith y colaboradores (1988). Para la digestién de 1/3 de inserto se
utilizé 30 U de enzima Xbal (Pharmacia P-L Biochemicals, Suecia) en un volumen
total de 200 .

En un tubo de microcentrifuga afiadimos en este mismo orden: 1) 143 m de
agua destilada estéril, 2) 2 ml de BSA (suero bovino, Sigma), 3) 20 m de tampon de
restriccion 10 X, 4) 1/3 deinserto y 5) 30 U de enzima de restriccion.

Esta mezcla la incubamos durante 18 horas con agitacion suave a 37°C. Una
vez finalizada la digestion se neutraliza el enzima de restriccion afiadiendo 25 i de
EDTA 0,5 M, 125 m de Sarcosil a 20% y 25 ml de Proteinasa K (10 mg/ml) e

incubamos a 50°C durante 4 horas.

4) Electroforesis

Para la separacion de fragmentos de ato peso molecular de ADN se han
descrito diferentes variaciones de la €lectroforesis en campo pulsado,
diferencidndose éstos fundamentalmente por la disposicion de los electrodos. El
sistema de €electroforesis empleado en este caso fue e Contour Clamped
Homogeneus Electric Field (CHEF DRII, BIORAD) creado por Chu y colaboradores
en 1989.

En este sistema e campo eléctrico se genera por electrodos puntuales (24)
equidistantes entre s y dispuestos en forma hexagonal. Los electrodos que
determinan e angulo seleccionado, que puede variar entre 60° y 120°, presentardn
mayor potencia que e resto de los electrédos, que funcionaran con potenciales
intermedios. Este hecho provocara un campo eléctrico homogéneo a lo largo de todo
e gd.

Tiene como ventgjas, la migracion recta de las calles con una buena

resolucion de los fragmentos y que permite separar fragmentos de ato peso

- 137 -



Material y Métodos

molecular (aproximadamente 10.000 Kb) y como inconveniente su complea

electrénica

Para realizar la electroforesis comenzamos preparando el gel de agarosa (100
ml) a 1% en TBE 0.5X, calentamos la mezcla en el microondas hasta su completa

homogenizacion y gjustamos el volumen final a 100 ml, dejando enfriar a 50°C.

Luego se limpian con etanol y agua destilada €l soporte del gel, la goma
formadora del gel y e peine. Se disponen la goma formadora del gel y € peine sobre
el soporte en la orientacion correcta y vertimos la agarosa hasta cubrir la mitad de los
dientes del peine, eliminando las burbujas y degando solidificar. Finalmente, se retira

lagoma formadora del gel y €l peine.

Se afiaden 500 ml de TBE 0.5X a la cubeta de electroforesis y conectamos el
sistema de recirculacion del tampon. Se carga e ADN digerido en e gd,
transfiriéndo los insertos con la ayuda de una pipeta Pasteur sobre la superficie
interior de papel parafilm (estéril) y con un cubreobjeto cortamos un trozo (1/3) de
inserto de aproximadamente 1 mm de grosor, colocando €l inserto cortado en €

pocillo del gel, con la precaucion de no romperlo.

Como marcador de peso molecular y control de electroforesis se utiliza €
ADN de concatdmeros de fago lambda (Lambda ladder PFGE Marker, Biolabs,
EEUU), cuyos pesos moleculares son: 533.5 Kb, 485.0 Kb, 388.0 Kb, 339.5 Kb,
291.0 Kb, 2425 Kb, 194.0 Kb, 145.5, 97.0 Kb y 48.5 Kb. Sellamos todos los

pocillos con agarosa a 0,5%.

Se dispone e gel en la cubeta, cuidando que éste quede cubierto con €
tampon, colocamos los electrodos y |a tapa de la cubeta y conectamos la cubeta al

pulsador y fuente de alimentacion.

Las condiciones de dectroforesis se determinaron en funcion de los

fragmentos obtenidos (nUmero y peso molecular aproximado) a partir de una primera
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electroforesis tentativa con una rampa de pulsos de 20-35 durante 24 horas a 6 V/cm

y temperatura de 14°C.

5) Tincién y visualizacién

Finalizada la éectroforesis, la visualizaciéon de los fragmentos de ADN se
realiza mediante la tincion del gel con bromuro de etidio, para lo cual trasladamos el
gel a una bandeja donde se han dispuesto con anterioridad 500 ml de TBE 0.5X y 50
nm de bromuro de etidio (10 mg/ml) e incubamos con agitacion suave durante 20

minutos.

Selava € gel con TBE 0.5X durante 30 minutos, pudiéndose guardar en estas
condiciones € gel a 4°C durante varias semanas. Visualizamos & gel mediante un

transiluminador y fotografiamos.
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1.6.1. MEDIOSY SOLUCIONES PARA EL CAMPO PULSADO

11.6.1.1. COMPOSICION Y PREPARACION DEL MEDIO DE LURIA-
BERTANI (LB)

Bacto peptona (DIFCO).......cooueiiiriesieeieiee e 109
Bacto extraCto de 1eVadUIES............coeiieeeeeeere e 59
(O ol U 0] (=30 o [ Lo NS 10 g
Aguadestiladan..........cccoeeiiiiiiiiiece e 1000 mi

pH 7.5

Disolver por calentamiento y dispensar 10 ml en botellas de 50 ml con tapa

de rosca. Autoclavar a 120° C durante 20 minutos.
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11.6.1.2. SOLUCIONES

PET IV (10 nM Trisbase—1M NaCl)

TrISTDASE LM ... 10 mi
(O Lo QU] g0 o (=30 o Lo S 58,4 g
Agua destilagdan.........ccceiieieiieie e 900 ml
pH 7.6

Autoclavar a 120° C durante 20 minutos.

ESP (0,5nM EDTA - 1% lauril sarcosine- 40 m Proteinasa K)

D 1 PP UPRR 186 g
Agua destilagdan.........cccoiveiiiiee e 700 mi
pH 9-9,5

Disolver y gustar el pH con Cloruro de Sodio (NaCl) y el volumen a 950 ml.
Autoclavar a 120° C durante 20 minutos y afiadir 50 ML lauril sarcosine a 20%
(sarcosil). En & momento de su uso afiadir Proteinasa K 10 mg/ml por cada 2 ml

(200 m).

Tampon TE (10 mM Tris-base- 0,1 mM EDTA).

IR 2 0= S ST S 100ml
I N O 5 | SRS 1mi
Aguadestiladan.........ccooeeiiiiiiiiee e —————— 898 ml
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SUERO BOVINO: BSA 20 mg/ml

BSA (SIGMA) ..ttt ettt a ettt ne s 200 mg
Agua destilada @SNl ..........coiieeee s 10 ml

Disolver y aicuotar arazon de 50 m. Conservar a—20° C.

TBE 5X (Tris-base-acido borico-EDTA)

IS 0 S =SSOSR 121,19
F o o (01 oo 11 TS 61,83 g
o D 1 PRSP 0,745¢
Aguadestiladan.........ccooveiiiieiice e 2000 mi

Se disuelven los componentesy se lleva al autoclave a 120° C durante 20
minutos.
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11.7. ANALISISESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados ha sido realizado con los programas
Analysis y Statcalc del paguete informético Epi-Info V6.02 de los Centers for
Disease Control (CDC) de Atlanta, Estados Unidos.

A través del programa Analysis se obtienen los listados, frecuencias y tablas
de los resultados, ordenandose los datos en forma individual o mediante cruce de

variables.

Con el programa Statcalc se realiza la prueba del chi cuadrado (C?), usando
tablas de contigencia 2 x N segiin cada caso, obteniéndose € valor de X* derivado de

laformula no corregida. La formula usada es la siguiente:

C?nocorregido = N ((ax d) — (b x ¢))?/ (H1 x H2 x V1 x V2))

Se dan los valores de p para un grado de libertad usando la férmula de Poole
y Borchers (1977) y s fuese lo apropiado se redliza € caculo exacto de
probabilidades de Fisher segin Rosner (1982), en e caso de que €l vaor de una de

las celdillas seainferior ab.
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Resultados

En este capitulo se revisa la exposicion de los resultados obtenidos en las diferentes
muestras de pollo analizadas, representandose los datos obtenidos en histogramas de

frecuencia, con € fin de facilitar su valoracion e interpretacion final.

[11.1. AISLAMIENTOSDE SALMONELLA

11.1.1. TOTAL DE AISLAMIENTOSDE SALMONELLA

En la Tabla 13 se presentan los resultados globales, expresados en nimeros
absolutos y correspondiente porcentgje, de los aisamientos de Salmonella segun
todos los origenes y todos los tipos de muestras. El porcentgje de aislamiento del

total de muestras de pollo analizadas es de 16,5.

Tabla 13. Aisamientos de Salmonella del total de muestras de pollo

ensayadas
RESULTADOS N° %
339
Negativos 83,5
Positivos 67 16,5
Total 406 100,0
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[11.1.2. AISLAMIENTOSDE SALMONELLA SEGUN ORIGEN

En la Tabla 14 se presenta los aislamientos de Salmonella expresados en
nimero y porcentaje segin € pais de origen de la muestra. La frecuencia de
aisamiento del total de muestras de pollo analizadas de Brasil, Francia y Estados

Unidos es de 15,2%, 25,0 %y 7,4% respectivamente.

Tabla 14. Aisamientos de Salmonella del total de muestras de pollo ensayadas,

segun origen
NEGATIVOS POSITIVOS
PAIS N° % N© % TOTAL
Brasil 257 84,8 46 15,2% 303
Francia 57 75,0 19 25,0% 76
EEUU 25 92,6 02 7,4% 27
Total 339 83,5 67 16,5% 406
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Resultados

111.1.3. AISLAMIENTOSDE SALMONELLA SEGUN TIPO DE MUESTRAS

En la Tabla 15 se recoge los valores absolutos y porcentuales de los
aisamientos de Salmonella segun €l tipo de muestra, es decir pollos enteros, musos
0 pechugas. El porcentge es de 21,2 en muslos, 16,5 en pollos enteros y 9,9 en

pechugas.

Tabla 15. Contaminacién por Salmonella del total de muestras de pollo
ensayadas, seguin tipo de muestra

NEGATIVOS POSITIVOS
Ne % Ne %
MUESTRAS TOTAL
Muslos 134 78,8 36 21,2 170
Pechugas 109 90,1 12 99 121
Enteros 96 83,5 19 16,5 115
Total 339 83,5 67 16,5 406
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Resultados

[11.1.4. AISLAMIENTOSDE SALMONELLA SEGUN TIPO DE MUESTRA Y
UNIDAD ANALITICA PROCESADA

En la Tabla 16 se especifica e nimero de aisamientos para cada tipo de

muestra, considerando cuales de éstas |o han sido en piel, en musculo y en ambos.

En e caso de los mudos, en los que se analizd siempre musculo y pid, se
obtuvo 50 unidades analiticas positivas, en 14 muestras se aidé Salmonella en ambas

unidades analiticas (28), 16 en piel y no en musculo y 6 solo en musculo.

En pechugas, evidentemente solo aparece aislados de Salmonella en misculo

(12 unidades analiticas positivas) , porque no se comercializan pechugas con piel.

En pollos enteros, en los que se analizé siempre musculo y piel, se obtuvo 23
unidades analiticas positivas, en 4 muestras se aislé Salmonella en ambas unidades

analiticas (8), 13 en piel y no en musculoy 2 solo en musculo.

Tabla 16. Aislamientos de Salmonella seguin tipo de muestra y unidad analitica

procesada
Ambas

Muestras Unidades | Unidades Solo Sélo Unidades Total Total

Analiticas | Analiticas Musculo | Analiticas Piel + M Usculo

Procesadas | Positivas | Piel + + + +
Muslos 340 50 16 6 14 30 20
Pechugas 121 12 0 12 0 0 12
Enteros 230 23 13 2 4 17 6
Total 691 85 29 20 18 47 33
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Resultados

[11.1.5. AISLAMIENTOS DE SALMONELLA SEGUN PAIS Y TIPO DE
MUESTRA

En la Tabla 17 6 se reflga & nimero de muestras positivas y su

correspondiente porcentgje, por paises.

En mudos se obtuvieron un 31,2% y 7,4% de muslos con Salmonella de
Brasl y Estados Unidos respectivamente. En cuanto a las pechugas, todas
procedentes de Brasil, €l porcentgje de Salmonella es de 11,0. Los aislamientos en

pollos enteros correspondieron a un 25,0% para Francia y un 0.0% para Brasil.

Tabla 17. Aidamiento de Salmonella del total de muestras de pollo
ensayadas, por paisy tipo de muestra

MUESTRAS | BRASIL FRANCIA EEUU

N©° % N° % N©° %
Muslos 34 31,2 0 0,0 2 7.4
Pechugas 12 11,0 0 0,0 0 0,0
Enteros 0 0,0 19 25,0 0 0,0
Total 46 15,2 19 25,0 2 7.4
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Resultados

[11.2. SEROTIPOS DE SALMONELLA AISLADOS.

[11.2.1. TOTAL DE SEROTIPOSDE SALMONELLA AISLADOS

En la Tabla 18 se expresan los valores absolutos y porcentuales de los
serotipos identificados. En todos aquellos casos en que para la misma muestra

aislamos tanto en piel como en musculo, lo hemos considerado como un solo aislado.

El serotipo predominante en nuestro estudio es S. enteritidis (62,7%), seguido
en orden de frecuencia por S heidelberg (10,4%), S typhimurium (7,5%) y S

virchow (6,0%) como se observaen el Gréfico 7.

Tabla 18. Distribucion de frecuencia de Serotipos de Salmonella aislados

SEROTIPOS %
NO

Enteritidis 42 62,7
Heidelberg 07 10,4
Typhimurium 05 7,5
Virchow 04 6,0
Kentucky 02 3,0
Thompson 02 3,0
Bovismorbificans 01 15
Hadar 01 15
Infantis 01 15
Munchen 01 15
Newport 01 15
Total 67 100,0
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Resultados

[11.2.2. SEROTIPOSDE SALMONELLA AISLADOS SEGUN ORIGEN Y
TIPO DE MUESTRA

En la Tabla 19 se recogen los resultados de los serotipos de Salmonella

aislados por origen, es decir paisy tipo de muestra.

En Brasil se aislaron cuatro serotipos. Enteritidis (30 en muslos y 9 en
pechugas), Heidelberg (4 en muslos), Thompson (2 en pechugas) y Munchen (1 en
pechuga).

En Francia, donde sdlo se andizaron pollos enteros, se aislaron ocho
serotipos: Typhimurium (5), Virchow (4), Enteritidis (3), Heidelberg (3), Infantis (1),

Hadar (1), Newport (1) y Bovismorbificans (1).

En Estados Unidos, donde sdlo se analizaron muslos, se aislé un Unico

serotipo: Kentucky (2).

Tabla 19. Distribucién de frecuencia de Serotipos de Salmonella

BRASIL FRANCIA| EEUU
Muslos Enteros Mudos | TOTAL

SEROTIPOS Pechuga

Enteritidis 30 09 03 - 42
Heidelberg 04 - 03 - 07
Typhimurium - - 05 - 05
Virchow - - 04 - 04
Kentucky - - - 02 02
Thompson - 02 - - 02
Bovismorbificans - - 01 - 01l
Hadar - - 01 - 01
Infantis - - 01 - 01l
Munchen - 01 - - 01
Newport - - 01 - 01
Total 46 19 02 67
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[11.3. FAGOTIPOSDE SALMONELLA IDENTIFICADOS

[11.3.1. FAGOTIPOS DE S. ENTERITIDIS, S. TYPHIMURIUM Y S
VIRCHOW IDENTIFICADOS SEGUN PAIS DE ORIGEN

EnlaTabla20y Gréficos 11y 12 se relaciona la distribucion de los fagotipos
de Samonella segiin el pais de origen. Como se menciond en € capitulo 11.5.7, solo
se realizo la tipificacion de los serotipos de Salmonella : Enteritidis, Typhimurium y

Virchow.

De Salmonella enteritidis se identificaron los fagotipos 1, 4 y 7,
correspondiendo a muestras procedentes de Brasil treinta y siete del fagotipo 4, uno
del fagotipo 1 y uno del fagotipo 7, mientras que en Francia solo se identifico €

fagotipo 4 (en tres muestras).

En cuanto a los aidados de Salmonella typhimurium, todos procedentes de
muestras de Francia, se identificaron tres difrentes fagotipos, correspondiendo a tres
aislados del fagotipo 204 ¢, uno con e 204 y uno no tipable.

De Salmonella virchow también se identificaron tres fagotipos, todos
procedentes de muestras de Francia: dos aislados del fagotipo 8, uno del 31y uno del
37.
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Tabla 20. Distribucién de frecuencia de fagotipos de Salmonella

FAGOTIPOS

PAISES

TOTAL

Brasil

Francia

Enteritidis fagotipo 1

1

Enteritidis fagotipo 4

37

Enteritidis fagotipo 7

Typhimurium fagotipo 204

Typhimurium fagotipo 204c

Typhimurium no tipable

Virchow fagotipo 8

Virchow fagotipo 31

Virchow fagotipo 37

NN

NENEAEEEE
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Resultados

I11.4. TIPADO GENOMICO

El tipado gendémico, se aplicO solamente a los aidados de Salmonella
enteritidis, debido a que es e serotipo més frecuente en este estudio. De 42 aislados
de S. enteritidis realizamos la electroforesis en campo pulsado a 19 de €llos,
obteniéndose los resultados que se expresan en la Tabla 21. Utilizando € enzima
Xba | todas las cepas (11, 42, 43, 44, 45, 46, 61, 62, 64, 67, 62, 64, 67, 68, 73,75,
76, 79, 80, 81, 84) presentaron e mismo pulsotipo (Patrén A), excepto la cepa 74
(Patron B).

Podemos ver los patrones de banda (A y B) que representan e pulsotipo de
los aislados analizados. Los dos pulsotipos se diferencian por la desaparicion de una
banda en el ultimo doblete (aproximadamente de 48 Kb) mientras que €l resto de

cepas a este nivel presentan dos bandas.
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Tabla 21. Distribucion de los patrones del pulsotipo de los aidados de
Salmonella enteritidisensayados

N° PAIS | FAGOTIPO | PATRON
011 Brasil 4 A
042 Brasil 4 A
043 Brasil 4 A
044 Brasil 4 A
045 Brasi 4 A
046 Brasil 4 A
061 Brasil 4 A
062 Brasi 4 A
064 Brasil 4 A
067 Brasil 4 A
068 Brasil 4 A
073 Brasil 4 A
074 Brasil 4 B
075 Francia 4 A
076 Brasil 4 A
079 Brasil 4 A
080 Brasil 4 A
081 Brasi 4 A
084 Brasil 1 A
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Figura 1

Patrones de banda de cepas de Salmonella enteritidis
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1.5, SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLADOS DE
SALMONELLA FRENTE A LOS ANTIMICROBIANOS
ENSAYADOS

[11.5.1. RESULTADOS GLOBALES

En la Tabla 22 se recoge la distribucién absoluta y porcentual de los
resultados de susceptibilidad del total de los aislados de Salmonella frente a los 14
antibidticos ensayados. Las mayores resistencias las presentan frente a Piperacilina,

Aztreonam, Cloramfenicol, Tetraciclinay Ampicilina

En relacion a la resistencia de los aislados de Salmonella a los antibidticos
inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana (Ampicilina,
Amoxicilina/clavuldnico, Piperacilina, Imipenem, Aztreonam y Cefazolina), se
observa gue las mayores resistencias se presentan frente a Piperacilinay Aztreonam,
en ambos casos con una resistencia de 52,2 % y la mayor sensibilidad frente a
Cefazolina (resistencia de 13,4%).

En la resistencia de los aidados de Salmonella a los antibidticos inhibidores
de la sintesis de proteinas que incluye aminoglucosidos (Amikacina, Gentamicina,
Tobramicind), Tetraciclina y Cloramfenicol, se observa que los antibidticos menos
efectivos son el Cloramfenicol (resistencia 34,3%) y la Tetraciclina (resistencia
22,4%). Las sdmonelas testadas son, en general, muy sensibles a los

aminoglucésidos.

Los porcentgjes de resistencia de los aislados de Salmonella a inhibidores de
la sintesis de &acidos nucleicos son: un 11,9% de resistencia tanto para €

Cotrimoxazol como para la Ofloxacinay un 3% frente a Ciprofloxacina.
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Tabla 22. Susceptibilidad antimicrobiana del total de aislados de Salmonella

ANTIBIOTICOS SENSIBLES RESISTENTES
N° % N° %
54 80,6 13 19,4
Ampicilina
Amox/clavulanico 57 85,1 10 14,9
Piperacilina 32 47,8 35 52,2
I mipenem 56 834 11 16,4
Aztreonam 32 47,8 35 52,2
Cefazolina 58 86,6 9 13,4
Amikacina 64 95,0 3 4,5
Gentamicina 64 95,0 3 4,5
Tobramicina 63 94,0 4 6,0
Tetraciclina 52 77,6 15 22,4
Cloramfenicol 44 65,7 23 34,3
Cotrimoxazol 59 88,1 8 11,9
Ciprofloxacina 65 97,0 2 3,0
Ofloxacina 59 88,1 8 11,9
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[11.5.2. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS SEROTIPOS DE
SALMONELLA AISLADOS FRENTE A LOS
ANTIBIMICROBIANOS ENSAYADOS

En este apatado se andiza la susceptibilidad frente a los 14
antibimicrobianos ensayados de los diferentes serotipos identificados, haciéndo
énfasis en los cuatro serotipos predominantes, es decir Entertidis, Heidelberg,
Typhimurium y Virchow, cuyos resultados distribuidos en valores absolutos y

porcentuales se presentan en las Tablas 23, 24, 25y 26.

Para €l resto de los serotipos encontrados, es decir Kentucky, Thompson,
Bovismorbificans, Hadar, Infantis, Munchen y Newport, a ser bagjo su niumero de
aislamientos se presenta Unicamente la distribucion absoluta de la susceptibilidad de

|os mismos.
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[11.5.2.1. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LA SALMONELLA
ENTERITIDIS

En la Tabla 23 se recoge la distribucion absoluta y porcentual de los
resultados de susceptibilidad de los 42 aislados de Salmonella enteritidis frente a los
14 antibiGticos ensayados. Las mayores resistencias las presentan frente a

Piperacilina, Aztreonam y Cloramfenicol.

En relacion a la resistencia de los aislados de Salmonella enteritidis a los
antibiéticos inhibidores de la sintess de la pared bacteriana (Ampiciling,
Amoxicilina/clavulanico, Piperacilina, Imipenem, Aztreonam y Cefazoling), se
observa que en este grupo las mayores resistencias se presentan frente a Aztreonam
(54,8%) y Piperacilina (47,6%), encontrando alta sensibilidad frente a Cefazolina,
Amoxicilina/clavulanico y Ampicilina (resistencias de 2,4%, 48% y 7,1%

respectivamente).

En relacion a la resistencia de los aislados de Salmonella enteritidis a los
antibidticos inhibidores de la sintesis de proteinas, es decir aminoglucosidos testados,
Tetraciclina y Cloramfenicol, € antibiético menos efectivo es el Cloramfenicol
(resistencia 35,7%), seguido por la Tetraciclina (9,5% de resistencia). Este serotipo
mostré ata sensibilidad a los aminoglucosidos para los que los porcentajes de

resistencia estuvieron por debajo de 3%.

Los porcentgjes de resistencia de los aislados de Salmonella enteritidis a
inhibidores de la sintesis de &cidos nucleicos se reflgjan enla Tabla 23, observandose

resistencia solo en € caso de la Ofloxacina (19%).
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Tabla 23. Susceptibilidad antimicrobiana de los 42 aislados de

Salmonella enteritidis

SENSIBLES |RESISTENTES

ANTIBIOTICOS N© % Ne %
Ampicilina 39 92,9 3 7,1
Amox/clavulanico 40 95,2 2 4,8
Piperacilina 22 52,4 20 47,6
I mipenem 35 83,3 7 16,7
Aztreonam 19 45,2 23 54,8
Cefazolina 41 97,6 1 2,4
Amikacina 42 100,0 0 0,0
Gentamicina 41 97,6 1 2,4
Tobramicina 42 100,0 0 0,0
Tetraciclina 38 90,5 4 9,5
Cloramfenicol 27 64,3 15 35,7
Cotrimoxazol 42 100,0 0 0,0
Ciprofloxacina 42 100,0 0 0,0
Ofloxacina 34 81,0 8 19,0
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[11.5.2.2. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LA SALMONELLA
HEIDELBERG

En la Tabla 24 se recoge la distribucion absoluta y porcentual de los
resultados de susceptibilidad de los 7 aislados de Salmonella heidelberg frente a los
14 antibimicrobianos ensayados. Se observa que las mayores resistencias se

presentan frente a Cefazolina, Tetraciclinay Tobramicina

Se muestra la resistencia expresada en porcentges de los aidados de
Salmonella heidelberg a los antibidticos inhibidores de la sintesis de la pared
bacteriana, visualizandose las resistencias més altas frente a Cefazolina (71,4%),
seguido de Ampicilina (28,6%) y Amoxicilina/clavulanico (14,3%). Al resto de los

antibiéticos del grupo no se presentaron resistencias.

En relacion a los aidados de Salmonella heidelberg frente a los antibiéticos
inhibidores de la sintesis de proteinas, se observan resistencias frente a la
Tetraciclina (42,9%), Tobramicina (28,6%) y Gentamicina (14,3%). En los 7

aislados de S. heidelberg no se encontro resistencia a Amikacinay Cloramfenicol.

Tampoco se encontro resistencia de los aislados de Salmonella heidelberg a

inhibidores de la sintesis de &cidos nucleicos.
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Tabla 24. Susceptibilidad antimicrobiana delos 7 aislados de
Salmonella heidelberg

SENSIBLES |RESISTENTES

ANTIBIOTICOS No % No° %
Ampicilina 5 71,4 2 28,6
Amox/clavulanico 6 85,7 1 14,3
Piperacilina 7 100,0 0 0,0
Imipenem 7 100,0 0 0,0
Aztreonam 7 100,0 0 0,0
Cefazolina 2 28,6 5 71,4
Amikacina 7 100,0 0 0,0
Gentamicina 6 85,7 1 14,3
Tobramicina 5 71,4 2 28,6
Tetraciclina 4 57,1 3 429
Cloramfenicol 7 100,0 0 0,0
Cotrimoxazol 7 100,0 0 0,0
Ciprofloxacina 7 100,0 0 0,0
Ofloxacina 7 100,0 0 0,0
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111.5.2.3. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LA SALMONELLA
TYPHIMURIUM

En la Tabla 25 se presenta la distribucion absoluta y porcentual de los
resultados de susceptibilidad de los 5 aislados de Salmonella typhimurium frente a
los 14 antibimicrobianos ensayados. Se observa que € total de los aislamientos de
este serotipo es resistente ala Ampicilina, Piperacilinay Cefazolina, siendo por otra

parte totalmente sensibles a Ofloxacina.

En relacion a los aidados de Salmonella typhimurium, frente a los
antibidticos inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana, se aprecia un 100% de
resistencia frente a Ampicilina, Piperacilina y Cefazolina, seguido de un 80% de
resistencia a la Amoxicilina/clavul anico.

En la Tabla 25 se observa la resistencia de los aidados de Salmonella
typhimurium a los antibioticos inhibidores de la sintesis de proteinas, observandose
resistencias los mas atos porcentgjes de resistencia frente a la Amikacina (80%),

Tetraciclinay Cloramfenicol, ambos con 60%.

En los 5 aidados de Salmonella typhimurium no se encontrd resistencia a
Ofloxacina, mientras que frente a Ciprofloxacina y Cotrimoxazol se obtuvo en

ambos casos un 20%,.
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Tabla 25. Susceptibilidad antimicrobiana delos 5 aislados de

Salmonella typhimurium

SENSIBLES |RESISTENTES

ANTIBIOTICOS N© % No %

Ampicilina 0 0,0 5 100
Amox/clavulanico| 1 20 4 80
Piperacilina 0 0,0 5 100
I mipenem 4 80 1 20
Aztreonam 4 80 1 20
Cefazolina 0 0,0 5 100
Amikacina 1 20 4 80
Gentamicina 4 80 1 20
Tobramicina 3 60 2 40
Tetraciclina 2 40 3 60
Cloramfenicol 2 40 3 60
Cotrimoxazol 4 80 1 20
Ciprofloxacina 4 80 1 20
Ofloxacina 5 100 0 0,0
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[11.5.24. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LA
SALMONELLA VIRCHOW

En la Tabla 26 se presenta la distribucién absoluta y porcentual de los
resultados de susceptibilidad de los 4 aislados de Salmonella virchow frente a los 14
antibimicrobianos ensayados, observandose mayores resistencias frente a la

Ampicilinay Cefazolina

En relacion a los aislados de Salmonella virchow frente a los antibioticos
inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana, se puede apreciar un 50% de
resistencia tanto para a la Ampicilina, como para la Cefazolina. No se observa

resistencia a lmipenem y Aztreonam.

En latabla 26 se observa la resistencia de los aidlados de Salmonella virchow
a los antibidticos inhibidores de la sintesis de proteinas, observandose resistencias
solo frente a la Amikacina, Tetraciclina y Tobramicina, en todos los casos de un
25%.

Los aislados de Salmonella virchow presentaron resistencia a Cotrimoxazol
en la mitad de los casos (50%), mientras que frente a Ciprofloxacina 'y Ofloxacina

30N todos sensibles.
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Tabla 26. Susceptibilidad antimicrobiana delos 4 aislados de

Salmonella vir chow

’ SENSIBLES RESISTENTES
ANTIBIOTICOS N© % N© %
Ampicilina 2 50 2 50
Amox/clavulanico 3 75 1 25
Piperacilina 3 75 1 25
I mipenem 4 100 0 0,0
Aztreonam 4 100 0 0,0
Cefazolina 2 50 2 50
Amikacina 3 75 1 25
Gentamicina 4 100 0 0,0
Tobramicina 3 75 1 25
Tetraciclina 3 75 1 25
Cloramfenicol 4 100 0 0,0
Cotrimoxazol 2 50 2 50
Ciprofloxacina 4 100 0 0,0
Ofloxacina 4 100 0 0,0
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111.5.2.5. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE OTROS SEROTIPOS
DE SALMONELLA AISLADOS

En este estudio, ademas de los serotipos Enteritidis, Heidelberg,
Typhimurium y Virchow, se aislaron con menor frecuencia otros serotipos de
Salmonella. Estos son Kentucky y Thompson, ambos con dos aidamientos y
Bovismorbificans, Hadar, Infantis, Munchen y Newport, todos con un Unico

alslamiento.

En virtud de la baa frecuencia de aidamiento de dichos serotipos se
considera inadecuada la presentacion grafica de sus porcentajes de resistencia frente
a los 14 antimicrobianos ensayados, por lo que sblo se presentan los valores
absolutos de aislamientos sensibles y resistentes para cada uno de los mismos en las
Tablas 27 a 33.

En la Tabla 27 se presenta la susceptibilidad antimicrobiana de los dos
aidamientos de S. kentucky observandose, con respecto a los antibidticos inhibidores
de la sintesis de la pared bacteriana, que los dos aislados son resistentes a
Aztreonam, mientras frente a la Piperacilina lo es sdlo uno de ellos. En cuanto a los
antibiéticos inhibidores de la sintesis de |as proteinas, la situacion es similar, sdlo un

aislamiento es resistente frente a Tetracilinay Cloramfenicol.

La Tabla 28 muestra la susceptibilidad de los dos aidamientos de S
thompson, en los que encontramos resistencias de ambos ante la Cefazolina y la

Tetraciclinay de sdlo uno frente Aztreonam.

En la Tabla 29 se observa la susceptibilidad antimicrobiana del Unico

asilamiento de S. bovismorbificans, €l cual es resistente solo ala Ciprofloxacina.

La Tabla 30 expone la susceptibilidad del aislamiento de S hadar, el cua
mostro resistencias frente a tres de los antimicrobianos testados, uno de cada grupo

de los estudiados, estos son la Cefazolina, Tetraciclinay Cotrimoxazol.
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La Tabla 31 presenta € antibiograma del aisamiento de S. infantis que no

presenta resistencia a |os antibi6ticos ensayados.

En la Tabla 32 se muestra la susceptibilidad del aislamiento de S munchen,
gue presenta multiresistencia a antimicrobianos, en este caso a tres inhibibores de la
sintesis de la pared bacteriana, es decir ala Ampicilina, Piperacilinay Cefazolina, asi
como a dos antimicrobianos inhibidores de la sintesis de las proteinas, Amikacina y

Tetraciclina.

En la Tabla 33 se observa la susceptibilidad del aislamiento de S. newport a
los antimicrobianos probados, siendo éste resistente a cuatro de ellos, a la
Amoxicilina/clavulanico, perteneciente a grupo de los inhibidores de la sintesis de la
pared bacteriana, a la Amikacina y la Tobramicina, ambos del grupo de los
inhibidores de la sintesis de las proteinas y por ultimo a Cotrimoxazol (inhibidor de

la sintesis de |os &cidos nucleicos.
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Tabla 27. Susceptibilidad antimicrobiana de la Salmonella kentucky

ANTIBIOTICOS

SENSIBLES

RESISTENTES

Ampicilina

Amox/clavulénico

Piperacilina

I mipenem

Aztreonam

Cefazolina

Amikacina

Gentamicina

Tobramicina

Tetraciclina

Cloramfenicol

Cotrimoxazol

Ciprofloxacina

Ofloxacina

NIN[INIFRIFRININININOINIFININ

OO0 |O|O|O(OoIN| Ok |O|o
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Tabla 28. Susceptibilidad antimicrobiana dela Salmonella thompson

ANTIBIOTICOS

SENSIBLES

RESISTENTES

Ampicilina

Amox/clavulanico

Piperacilina

| mipenem

Aztreonam

Cefazolina

Amikacina

Gentamicina

Tobramicina

Tetraciclina

Cloramfenicol

Cotrimoxazol

Ciprofloxacina

Ofloxacina

NIN[NINIOINININIOIFRPININININ

O|O|O|OINO|O0|O|IN|(Fk|O|0|0]|0O
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Tabla 29. Susceptibilidad antimicrobiana dela Salmonella bovismorbificans

ANTIBIOTICOS | SENSIBLES | RESISTENTES
Ampicilina
Amox/clavulanico
Piperacilina

I mipenem
Aztreonam
Cefazolina
Amikacina
Gentamicina
Tobramicina
Tetraciclina
Cloramfenicol
Cotrimoxazol
Ciprofloxacina
Ofloxacina

O |O|O|0|0(0|0 000|000 |0

ROo|R RR R RRRRIR|R R~
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Tabla 30. Susceptibilidad antimicrobiana de la Salmonella hadar

ANTIBIOTICOS

SENSIBLES

RESISTENTES

Ampicilina

Amox/clavulénico

Piperacilina

Imipenem

Aztreonam

Cefazolina

Amikacina

Gentamicina

Tobramicina

Tetraciclina

Cloramfenicol

Cotrimoxazol

Ciprofloxacina

Ofloxacina

A N = e E R

elle]l Jdielidlelle] e} llelle] (e} (e} (o]
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Tabla 31. Susceptibilidad antimicrobiana de S. infantis

ANTIBIOTICOS

SENSIBLES

RESISTENTES

Ampicilina

Amox/clavulénico

Piperacilina

I mipenem

Aztreonam

Cefazolina

Amikacina

Gentamicina

Tobramicina

Tetraciclina

Cloramfenicol

Cotrimoxazol

Ciprofloxacina

Ofloxacina

A N e L e R I

O(O|0|0O|0|0(0|0 000|000 |0
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Tabla 32. Susceptibilidad antimicrobiana de la Salmonella munchen

ANTIBIOTICOS

SENSIBLES

RESISTENTES

Ampicilina

Amox/clavuldnico

Piperacilina

| mipenem

Aztreonam

Cefazolina

Amikacina

Gentamicina

Tobramicina

Tetraciclina

Cloramfenicol

Cotrimoxazol

Ciprofloxacina

Ofloxacina

NG EEREREEEEEIRE

O|0|O(O(|O|I0|FR (FO|I0|Frk|O|F
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Tabla 33. Susceptibilidad antimicr obiana de la Salmonella newport

ANTIBIOTICOS SENSIBLES RESISTENTES
Ampicilina
Amox/clavulanico
Piperacilina

I mipenem
Aztreonam
Cefazolina
Amikacina
Gentamicina
Tobramicina
Tetraciclina
Cloramfenicol
Cotrimoxazol
Ciprofloxacina
Ofloxacina

ROk |kr|lo|lr|lokr|kr|k|klo|k
o|lo|r|o|o|r|o|r|o|o|lo|o|r|o
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V.1. AISLAMIENTOSDE SALMONELLA

IV.1.1. AISLAMIENTO GLOBAL DE SALMONELLA

En nuestro estudio, de un tota de 406 muestras de pollo congelado,

obtuvimos un 16,5% de aislamientos de Salmonella.

A la hora de comparar nuestros resultados con los de otros estudios realizados
en nuestro pais, no hemos encontrado datos referentes a aislamiento de Salmonella

de pollos importados para el consumo humano en Espaiia.

En un trabgjo realizado en la Comunidad Autonoma de Madrid por Manso et
al. (1987), en e que se analizaron 51 muestras de pollos refrigerados sin especificar
su procedencia, obtuvo un porcentaje de aislamiento del 21,5%, ligeramente superior
a nuestro.

En & caso de datos de muestras de origen no humano, conocemos las
publicaciones de Useray Echeita, pertenecientes a Instituto de Salud Carlos I11. Los
resultados a que se refieren, corresponden a muestras enviadas a Centro Naciona de
Referencia de Salmonella de Mgjadahonda, desde distintos puntos de la geografia
espafola, sin que en ningun caso se especifique s son de produccion loca o

importacion.

Entre 1983-1987 |la presencia de Salmonella en carne de aves, de origen no
especificado, fue de 30,5% (Usera y Echeita, 1989), entre 1988-1992 de 22,6%
(Useraet al., 1995) y en el periodo comprendido entre 1993-1996 |leg6 a alcanzar su
minimo representado por un 20,8% (Echeita et a., 1999).

En un estudio realizado en nuestro departamento con muestras de muslos de

pollos frescos la frecuencia de aislamiento de Salmonella fue de 21,4%.

Como podemos observar, existe una clara tendencia a la disminucion en e

porcentaje de Salmonella aisladas de muestras de aves en nuestro pais. El porcentgje
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de Salmonella obtenida por nosotros en los pollos importados es inferior a los

informados por |os citados autores en todos |os periodos mencionados.

Como se ha sefidlado en € capitulo de Revisién y Antecedentes, |a presencia
de Salmonella en los pollos, es variable en las diferentes etapas del procesamiento
del mismo, hasta su comercializacion y distribucidn. Segin una revision realizada
por Bryan y Doyle (1995) puede aislarse Salmonella durante todo este proceso entre
un 2-100%, siendo la prevalencia media de un 30%, porcentgje que précticamente
duplicaa 16,5% obtenido en este estudio.
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IV.1.2. AISLAMIENTOSDE SALMONELLA SEGUN PAIiS DE ORIGEN

Si analizamos los aislamientos de Salmonella por paises de procedencia de las
muestras, observamos que en las procedentes de Francia, se encontr6 la frecuencia
mas dta de Salmonella (25%) de este estudio, seguido de las muestras de Brasil
(15,2%) y por ultimo las muestras de Estados Unidos con un 7,4%.

Las diferencias entre estos porcentgjes de acuerdo a pais de origen de la
muestra (Brasil, Francia y Estados Unidos) se andizan mediante tablas de
contingencia 2 x N (siendo N & nimero de paises que se comparan), para la
determinacion del estadistico X y e valor p del nivel de significacion.

En primer término, a comparar en tabla de contigencia 2 x 3 (Tabla 34) las
muestras estudiadas de acuerdo al origen, se obtuvo una p= 0,05010473, ligeramente
superior a nivel de significacion establecido (p< 0,05), por lo que € analisis de las

diferencias entre |os tres paises no es concluyente.

Tabla 34. Andlisis Estadistico de los aislamientos de Salmonella segin

pais de procedencia

Pais + = Andisis
Estadistico

Brasil 46 257

Francia 19 57 X? =599

EEUU 2 25 P=0,05010473

En segundo lugar, al estar €l valor obtenido de p proximo a la significacion
estadistica, analizamos los resultados en tablas de contigencia 2 x 2, comparando
primero los resultados de Brasil frente a los de Francia, luego Brasil y Estados
Unidos y finamente Francia frente a Estados Unidos, como muestran las Tablas 35,

36y 37 respectivamente.
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Se observa que sOlo en la comparacion de los resultados de muestras de
Brasil frente a las de Francia se obtienen diferencias significativas (p= 0,0423211).
En € caso de muestras de Brasil y Estados Unidos las diferencias no son
significativas. En las muestras de Francia y Estados Unidos € andisis no es
concluyente (p = 0,0512907), ya que p esta proximo a nivel de significacion, lo que
evidentemente se debe a tamario de la muestra de Estados Unidos.

Tabla 35. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en muestras de
Brasl y Francia

+ - Andlisis
Pais Estadistico
Brasil 46 257 X*=4,12
Francia 19 57 P=0,0423211

Tabla 36. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en muestras de
Brasl y Estados Unidos

+ - Andlisis
Pais Estadistico
Brasil 46 257 X*=121
EEUU 2 25 P=0,2722449

Tabla 37. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en muestrasde
Franciay Estados Unidos

+ - Andlisis
Pais Estadistico
Francia 19 57 X?=3,80
EEUU 2 25 P=0,0512907
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En nuestra revision hemos encontrado pocos trabajos sobre frecuencia de

aislamiento de Salmonella en pollo en distintos paises.

Miller et a. (1995) afirman que aproximadamente el 50% de los pollos de
Estados Unidos tienen cultivos positivos para Salmonella.

Barnhart et al. (1991) en un estudio realizado en Georgia, Estados Unidos,
donde se determind la presencia de Salmonella en ovarios de gallinas en e momento

del sacrificio, encontraron esta bacteria en un 76%.

Sin embargo, en los pollos analizados por nosotros, de procedencia de
Estados Unidos, € porcentgje obtenido es del 7,4% muy inferior a los referidos por

dichos autores.

El porcentgje encontrado por Barnhart et al. (1991) es similar al obtenido en
el Reino Unido por Roberts en 1979, en muestras de pollo congelado, la mayoria
producidos en €l propio pais y solo seis de otros paises de la Union Europea. De
estos sais, tres frescos y tres congelados, obtuvo un valor de 83,3%. Este mismo
autor encuentra en 1987 un 64% en pollos congelados y 54% en pollos refrigerados
(media de 59%). En 1991 estos porcentajes son de 54 y 42 respectivamente (48%) y
en 1996 obtiene un 36%. Todos estos porcentgjes superan a la frecuencia media de

aisamiento de Salmonella obtenida por nosotros, sin diferenciar e pais (16,5%).

En Escocia durante el bienio 1988-1989, se encontraron valores entre 27-66%
en un estudio realizado por Sharp (1991) en muestras de pollo crudo en la cocina de
un hospital de larga estancia, con una prevalencia media (45%) superior a la de

nuestros resultados.
Por su parte, en Italia, Fantasiay Filetici (1994) manifiestan que en e periodo

1988-1992 € porcentgje de aisamiento de Salmonella en carne de pollos fue de
15,3%.
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En Holanda (Van de Giessen et a., 1991) hacen un screening de la presencia
de Salmonella en grupos de pollos, revelando que ésta se encontraba presente en €l

47% de las gallinas ponedoras y en &l 94% de pollos de engorde.

Desconocemos la incidencia global de Salmonella en pollos en Brasil y en

Francia, ya que no hemos encontrado publicaciones que |o resefien.

Dada la importancia que han tenido los huevos y la carne de aves como
vehiculos de infecciones alimentarias en el hombre, se han tomado medidas rigurosas
para evitar la difusién de la infeccion en las granjas de gdlinas reproductoras y
ponedoras. De esta forma, por gemplo en agunos paises como Gran Bretafia,
poblaciones enteras fueron destruidas entre 1989-1991 s se descubria que una
galina eliminaba Salmonella typhimurium o S enteritidis. Después de 1991 se
continud con la eliminacién en el caso de la presencia de Salmonella enteritidis. Se
inicio, a su vez, los controles de los piensos para aves y se establecieron programas
de vigilancia e investigacion con la participacién de todas las instituciones con
competencia en veterinaria, higiene de los aimentos y salud publica a fin de reducir
laincidencia de salmonelosis provocada por las aves y sus huevos.
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IV.1.3. AISLAMIENTOSDE SALMONELLA SEGUN TIPO DE MUESTRA

En este estudio hemos analizado las diferencias entre las frecuencias de
aisamiento de Salmonella en tres tipos de muestras de pollo congelado, es decir
muslos, enteros y pechugas, diferencia que para nosotros tiene interés y que es poco

estudiada por otros autores.

Los muslos constituyen el tipo de muestra en el que aisamos Salmonella en
mayor porcentgje (21,2), seguido de los pollos enteros (16,5) y por ultimo las

pechugas con 9,9.

Para analizar s las diferencias segun €l tipo de muestra son significativas, se
aplicd un andlisis estadistico mediante tablas de contingencia 2 x N (siendo N €l
nimero de tipo de muestras que se comparan) para la determinacion del estadistico

X? y e vaor p del nivel de significacion.

Al comparar en tabla de contigencia 2 x 3 todos los tipos de muestras
estudiadas (muslos, pechugas, enteros), se obtienen diferencias significativas (Tabla
38).

Tabla 38. Andlisis estadistico de los aisamientos de Salmonella segln tipo de

muestra
+ - Andlisis
Muestra Estadistico
Muslos 36 134
Pechugas 12 109 X?=6,5
Enteros 19 96 P=0,03871130

Para ser mas exhaustivos en € andlisis y determinar donde se presenta esta

diferencia se reaizo € andlisis en tablas de contigencia 2 x 2, comparando primero
los resultados de muslos frente a pechuga, luego muslos con enteros y por Ultimo

pechugas con enteros (Tablas 39, 40 y 41 respectivamente), revelando que la
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diferencia entre los resultados viene dada por € halazgo de la significativa mayor

presencia de Salmonella en muslos que en pechugas.

Tabla 39. Andlisis estadistico de los aisamientos de Salmonella en muslosy

pechugas
+ = Andlisis
Muestra Estadistico
Muslos 36 134 X? =6,51
Pechugas 12 109 P=0,0107534

Tabla 40. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en muslosy

enteros
+ - Analisis
Muestra Estadistico
Muslos 36 134 X4 =0,95
Enteros 19 96 P=0,3286242

Tabla 41. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en pechugasy

enteros
+ - Analisis
Muestra Estadistico
Pechugas 12 109 X?=2,25
Enteros 19 96 P=0,1332738

Es escasa la bibliografia encontrada sobre la frecuencia de aisamiento de

Salmonella en pollos, diferenciando distintas partes del mismo.

En un estudio realizado por Plummer y colaboradores (1995) en el Reino
Unido en diferentes presentaciones de pollo fresco y congelado, encontraron
Salmonella en pollos congelados, un 32%, 40% y 7,6% en muestras de enteros,

pechugas y muslos respectivamente. Nosotros, también en pollos congelados,
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obtuvimos vaores muy inferiores en los pollos enteros (16,5%) y pechugas (9,9%) y
sin embargo, en muslos se encontré en un mayor porcentaje que lo sefialado por estos
autores (21,6%). En pollos frescos, estos investigadores encontraron diferencias por
tipo de muestra, 26,3% en entero, 26,6% en pechugay 0% en muslos, muy diferente

alo obtenido en pollos congel ados, tanto por el propio autor como por NOsotros.

Parecen més |6gicos nuestros resultados en relacion a las muestras de muslos,
ya que para la obtencion de esta presentacion comercial existe una mayor
manipulacion durante la maniobra de corte, con la posibilidad de que ocurra

contaminacion cruzada.
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IV.1.4. AISLAMIENTOS DE SALMONELLA SEGUN UNIDAD ANALITICA
Y TIPO DE MUESTRA

Esta diferenciacion por unidad analitica, piel y carne, sdlo se realizd en €
caso de las muestras de pollo entero y mudos, puesto que las pechugas, como se ha

sefialado, se comercializan sin piel.

En los pollos enteros, obtuvimos 17 aislados en la piel y 6 en e musculo.
Para andlizar s las diferencias de los hallazgos entre la piel y musculo son
significativas, se aplicod un andlisis estadistico mediante tablas de contingencia 2 x 2
(Tabla 42) para la determinacion del estadistico X> y e vaor p de nivel de
significacion, obteniéndose que el aislamiento de Salmonella es significativamente
mayor en el caso de la piel, lo que parece 10gico, ya que aparte de la posibilidad de
presencia de Salmonella de origen enddgeno en e pollo hay que considerar los
riesgos de contaminacion cruzada que se presentan durante el procesamiento y

mani pulacion posterior.

Tabla 42. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en pollos
enter os seguin unidad analitica

Unidad + - Analisis
Analitica Estadistico
Piel 17 98 X?=5,85
M Gsculo 6 109 P=0,0156177

En los muslos, se obtuvieron 30 aislados en la piel y 20 en e musculo. Para €l
andlisis estadistico de la contaminacién en piel y en musculo en este tipo de muestra,
se realizO una tabla de contigencia 2 x 2, no obteniéndose diferencias significativas
(Tabla 43).
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Tabla 43. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en muslos
enter os segun unidad analitica

Unidad + = Analisis

Analitica Estadistico
Piel 30 140 X?=234
M Gsculo 20 150 P=0,1256995

No hemos encontrado bibliografia sobre aislamientos de Salmonella en

pollos, diferenciando piel y musculo.

Nosotros hemos redlizado un estudio en 70 muslos de pollo frescos
procedentes de granjas de Tenerife, diferenciando piel y musculo, en e que
obtuvimos porcentgjes del 12,9 y 17,1 respectivamente (Hernandez et al., 1999). En
estos resultados observamos que e aislamiento es ligeramente superior en el muasculo
gue en lapiel, a diferencia de las muestras del presente estudio, |0 que puede tener su
explicacion en uno o mas de los siguientes factores. 1) que a ser mayor la
temperatura de conservacion de los pollos frescos, se facilite la multiplicacién de los
microorganismos y diseminacion hacia zonas més profundas; 2) a la presencia de una
mayor carga microbiana de las aves vivas, 1o que facilitaria la produccion de
bacteriemia, y por tanto la adquisicién endégena de Salmonella, inducida por €
estrés durante e transporte y sacrificio de las aves y 3) a que las aves hayan sido
sometidas a un proceso de escaldado con atas temperaturas y posterior prolongacion
del tiempo de inmersién para e enfriamiento.Esto favoreceria € que los
microorganismos inicialmente adheridos a la piel penetren a través de las fisuras,
grietas y pliegues de la misma hasta alcanzar tgjidos mas profundos, en los que los
enzimas bacterianos y tisulares ya han iniciado su proceso de autolisis, que también

contribuyen a la presencia de microorganismos a nivel del musculo.

Todo €llo sin descartar |a posibilidad de que la presencia de salmonelas en €
musculo, sea debida a una por probable contaminacion cruzada a realizarse la toma
de muestra de pidl.
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IV.1.5. AISLAMIENTOS DE SALMONELLA SEGUN PAIiS Y TIPO DE
MUESTRA

Para andizar los aislamientos de Salmonella por pais y tipo de muestra, se
realizd el céculo del estadistico X y e nivel de significacion p en muslos
procedentes de Brasil y Estados Unidos (Tabla 44) y enteros procedentes de Brasil y
Francia (Tabla 45). Con los resultados de las muestras de pechuga, no se han

realizado estos calculos por ser todas de un mismo pais (Brasil).

No hemos encontrado diferencias significativas entre e porcentge de
aisamientos en muslos procedentes de Brasil (31,2) y e de Estados Unidos (7,4). El
vaor de p se encuentra muy cercano a nivel de significacion (p=0,0562156),
probablemente debido al tamafio de la muestra de Estados Unidos.

Tabla 44. Andlisis estadistico de los aislamientos de Salmonella en muslos
procedentes de Brasil y Estados Unidos

+ - Andlisis
Pais Estadistico
Brasil 34 109 X?=3,65
EEUU 2 25 P=0,0562156

En relacion a los pollos enteros, encontramos un 25% de aislamientos en los
procedentes de Francia, mientras que en los de Brasil no se obtuvieron muestras
positivas, siendo en este caso, como era de esperar, la diferencia estadisticamente
significativa (p= 0,0006319).
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Tabla 45. Andlisis estadistico de los aisamientos de Salmonella en pollos
enteros procedentesde Brasil y Francia

+ = Andlisis
Pais Estadistico
Brasil 0 39 X?=11,68
Francia 19 57 P=0,0006319
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IV.2. SEROTIPOSDE SALMONELLA AISLADOS

IV.21. TOTAL DE SEROTIPOSDE SALMONELLA AISLADOS

El serotipo predominante en nuestro estudio es Enteritidis (62,7%), seguido
por Heidelberg (10,4%), Typhimurium (7,5%), Virchow (6,0%) y otros serotipos con
frecuencias inferiores a 3%.

Para comprobar s & predominio de aislamiento del serotipo Enteritidis es
significativo, serealizé el célculo del estadistico X? y del nivel de significacion entre
éste y todos los otros serotipos identificados, obteniendose un valor de p =
0,0301389 (Tabla 46), como podriamos suponer, dada la distribucién porcentual de
los serotipos aislados. No se detectaron diferencias significativas entre las

frecuencias de los serotipos con menor porcentgje de identificacion.

Tabla 46. Andlisis estadistico de los serotipos de Salmonella aisados

+ = Andlisis
Serotipos Estadistico
Enteritidis 42 364 X?=4,70
Otros 25 381 P=0,0301389

Para comparar nuestros resultados con otros en Espafia, disponemos de datos
gue provienen del Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella del Centro
Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias de Majadahonda, al
que se envian cepas de Salmonella desde diferentes puntos de la geografia espariola,
en los que no se especifica e pais de procedencia de la carne de aves estudiada, ni de
S se trata de aves frescas 0 congeladas. Estos resultados son publicados anuamente

en €l Boletin Epidemioldgico Semanal.
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En e BES 1997/Vol 5/n° 8 se publica e andlisis de los serotipos de
Salmonella aislados en muestras de carne de aves en 1996, observandose que €
serotipo Hadar representd e 25% del tota de serotipos aislados, seguido de
Enteritidis (24%), Virchow (8,3%) y Typhimurium (6,4%). No se aid6 e serotipo
Heidelberg.

En e BES 1998/Vol 6/n° 14 se publica e andisis de los serotipos de
Salmonella aislados en muestras de carne de ave en 1997, encontrando que en este
ano Enteritidis fue e serotipo més frecuente (45,4%), seguido de Hadar (15,0%),
Typhimurium (6,5%), Heidelberg (4,8%) y Virchow (2,1%). Nuestros resultados
presentan una gran concordancia con los nacionales, en cuanto a predominio del

serotipo Enteritidis.

En un trabgo realizado por nosotros en muslos de pollos frescos de
produccién local obtuvimos de un total de 39 aidados de Salmonella los siguientes
serotipos. Typhimurium (37,1%), 4,12:b:-(11) (12,9%), Enteritidis e Infantis ambos

con 2,9%. No se aidaron los serotipos Virchow ni Heidelberg.

En 1996 (BES 1997/Vol5/n°3) en cepas de origen humano de casos
esporadicos se identifico con mayor frecuencia S. enteritidis (43,6%), S. typhimurium
(29,6%), S hadar (7,2%) y S. virchow (3,1%), apreciandose al comparar con los
datos de 1997 (BES 1998/VVol 6/n°13), una ligera disminucion de la incidencia de S
enteritidis (41,9%) y S hadar (6,3%), mientras que € serotipo Typhimurium
aumenta a 33,7%, continuando con la tendencia observada en los Ultimos afios de
incremento del nimero de aisamientos de S. typhimurium en muestras de origen
humano en Espafia. El serotipo Heidelberg se aislé con una frecuencia del 0,3% en
1996y 6,3% en 1997.

Los datos sobre aisamientos esporadicos de salmonelas en pacientes

asistidos en el Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) durante los afios 1997-

1998, muestran que €l serotipo Enteritidis representd e 59,5%, seguido de
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Typhimurium (29,7%). En este caso se observa una gran similitud del porcentaje de
Enteritidis con &l obtenido en nuestro estudio (62,7%).

Respecto a la identificacion de los serotipos implicados en brotes de
salmonelosis en 1996 (BES 1997/VolS/ n° 3), S enteritidis fue € principa
responsable (23,3%), tanto en brotes comunitarios como familiares, seguido por €l
serotipo Typhimurium (5,5%). En 1997 (BES 1998/Vol6/n°13), S enteritidis fue
también € principal responsable (75,0%), tanto en brotes comunitarios como

familiares y Typhimurium en segundo lugar con un 10,0%.

En Canarias en 1996, € género Salmonella, como en € resto de Esparia, fue
el principa agente involucrado en brotes alimentarios con identificacion etiol égica
De las salmonelas aidadas un 45% correspondio a Enteritidis y e 36,4% a
Typhimurium, mientras que en 1997, este Ultimo serotipo representé el 66,7% vy
Enteritidis no fue identificado en ninguno de los brotes investigados, s bien en €
33,3% se aidaron otras Salmonella spp. (Direccién General de Salud Publica,
Servicio Canario de Salud, 1999).

Evidentemente a pesar de que se observa un incremento progresivo de los
aislamientos de S. typhimurium, éste debe ser tomado con precaucion en cuanto a
expresar frecuencias reales, dado a que existen un nimero de brotes en los que no se

identifica el agente causal o que se identifican sblo como Salmonella spp.

En los estudios nacionales, las frecuencias de aislamiento en pollos de los
serotipos Enteritidis y Typhimurium guardan relacién con lo que se observa en
clinica humana (casos esporadicos y brotes), a lo que, evidentemente, se afade la

capacidad de cada serotipo de producir enfermedad.

Por otra parte, Salmonella typhimurium fue e mas frecuente en muestras de

pollos frescos procedentes de granjas de Tenerife.
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IV.22. SEROTIPOS DE SALMONELLA AISLADOS SEGUN PAIiS DE
PROCEDENCIA.

Para comprobar s entre los dos serotipos aidlados con mas frecuencia,
Enteritidis y Heidelberg, existen diferencias significativas segin el pais de origen
(Brasil y Francia), serediz6 e calculo del estadistico X? y del nivel de significacion.
(Tablas 47y 48).

En e caso del serotipo Enteritidis se comprueba que existen diferencias

significativas, aisdéndose con mayor frecuencia en las muestras de Brasil que en las
de Francia.

Tabla 47. Andlisis estadistico de Salmonella enteritidissegun pais de origen de

la muestra
’ + - Analisis
Pais Estadistico
Brasil 39 7 X?=27,99
Francia 3 16 P=0,0000001

En e caso del serotipo Heidelberg se comprueba que no existen diferencias
significativas, lo que puede ser debido al escaso niumero de aislados con este

serotipo.

Tabla 48. Andlisis estadistico de Salmonella heidelberg segin pais de origen de

la muestra
: + - Analisis
Pais Estadistico
Brasil 4 42 X?=0,70
Francia 3 16 P= 0,4013959
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Con los otros serotipos identificados no se rediza € andisis estadistico,

debido a que en ningun caso se aisl6 en mas de un pais el mismo serotipo.

Un exhaustivo andlisis llevado a cabo por Kelterborn en 1979, reuniendo
millén y medio de cepas de Salmonella de origen humano y no humano, aidadas
entre 1934 y 1975 en 109 paises, fueron identificadas S. typhimurium, S. enteritidis,
S infantis, S. heidelberg, S. newport y S. dublin como las més predominantes.

Rodrigue y colaboradores (1990) informan € incremento de las infecciones
por el serotipo Enteritidis en humanos, en los continentes americanos, europeo e
incluso en el africano, seguin se desprende de los datos del programa de vigilancia de
Salmonella dela OM S durante el periodo 1979-1987, sugiriendo que este incremento
esta relacionado con e consumo de huevos y aves portadoras de este

microorganismo.

En una investigacion realizada por Plummer y colaboradores (1995) en €
Reino Unido en diferentes presentaciones de pollo fresco y congelado para venta d
detalle, encontraron en un 51,4% e serotipo Enteritidis y en un 12,2% €

Typhimurium.

Wilson et a. (1996) rediza en Irlanda un estudio de prevalencia de
samonelas en pollo refrigerado, encontrando como serotipos méas frecuente

Bredeney, Enteritidis y Kentucky.

Barnhart y colaboradores (1991) en un estudio realizado en Georgia, Estados
Unidos, donde se determind la presencia de Salmonella en ovarios de gallinas en €l
momento del sacrificio, encontraron a los seotipos. Heidelberg (56,5%), Agona
(13,0%), Kentucky (3,5%), Enteritidis (2,4%), Typhimurium (1,7%). Sin embargo,
en muestras humanas los serotipos més frecuentes fueron: Typhimurium (22,0%),
Enteritidis (15,9%) y Heidelberg (11,3%).
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Schoeni et al. (1994) informan que en Estados Unidos, los serotipos
Enteritidis, Typhimurium y Heidelberg aisados de muestras de ovarios y heces de
aves, han sido implicados en aproximadamente e 50% de los brotes de sailmonelosis

en este pais.

Nosotros, en las muestras procedentes de Estados Unidos, encontramos €l

serotipo Kentucky en los 2 aislados.

En Maryland (Estados Unidos), S. enteritidis ha sido e agente causal
responsable del 37% de todos los aislamientos de Salmonella en casos esporadicos y

asociados a brotes alimentarios durante 1990 (Morris, 1992).

Poppe (1991) en Canadd, redizd6 un amplio estudio naciona, sobre
contaminacion por salmonelas en granjas de crianza de pollos y de ponedoras,
encontrando que un 7,2 % de los piensos estaban contaminados por salmonelas.
Andizando muestras ambientales de estas granjas (ponederos, bebederos,
comederos, etc.), aisl6 los siguientes serotipos: Heldelberg (20%), Infantis (6,1%),
Hadar (5,8%), Enteritidis (2,7%). Sin embargo, en otro estudio realizado por este
autor también en Canada (1994), pero en humanos, la distribucion de serotipos
encontradas fue diferente: Typhimurium (12,3%), Enteritidis (12,5%), Heidelberg
(12,0%) y Hadar (10,9%).

Khakhria (1997), también en Canadé estudia aislamientos de salmonelas de
fuentes humana y no humana durante € periodo 1983-1992, encontrando como
serotipos mas comunes en ambas fuentes a Typhimurium y € Hadar. En tercer y
cuarto lugar se encontrg Enteritidis y Heidelberg en humanos y Heidelberg e Infantis

en muestras no humanas.

Fantasia et a. (1991) en Itadia encuentran en e periodo 1978-1992
frecuencias de Enteritidis en alimentos y muestras clinicas de 26% y 5,4%
respectivamente. Este bajo porcentgje, sin embargo se incrementa cuando analiza

especificamente huevos y pollos, alcanzando un 53% entre |os afios 1983-88.
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En Brescia (Italia), los serotipos més frecuentemente identificados en
muestras de origen ambiental y aimentario fueron Enteritidis (48,1%) vy
Typhimurium (15,7%) en €l afio 1992 (Grotolo y Gomarasca, 1994). En este pais en
el periodo comprendido entre 1991-1994, & agente causal mas frecuente de brotes
adimentarios fue la Salmonella (81%), en particular e serotipo Enteritidis y
salmonelas no-tipadas del grupo D (34% y 33% del total de brotes respectivamente).
De 54 brotes estudiados fenotipica y genotipicamente € 92% correspondieron a S
enteritidis, 5,5% a S typhimuriumy 2% a S. hadar (Scuderi et al., 1996).

En Holanda (Van de Giessen et a., 1991) hacen una investigacion sobre la
presencia de Salmonella en pollos, revelando que S enteritidis se encontraba en el

15% de las aves contaminadas por este género.

En Brasil, Tavechio et a. (1996) de un total de 5.490 cepas de salmonelas
aidadas durante e periodo 1991-1995 de infecciones humanas y no humanas,
destaca el progresivo incremento del serotipo Enteritidis (1,2% en 1991, 2,05 en
1992, 10,1% en 1993, 44,3% en 1994 y 64,9% en 1995) en e total de los
aisamientos. Un significativo aumento en e aisdamiento de este serotipo ha sido
observado, a partir de 1993, en relacion con brotes alimentarios en este pais. Por otra
parte, también se ha informado de la contaminacion por S enteritidis de piensos,
representando esto un grave problema para la industria avicola brasilefia. En nuestro
estudio, €l porcentaje del serotipo Enteritidis fue del 84% con respecto a las muestras
de Brasil, lo que parece estar en relacion con lo descrito por Tavechio y
colaboradores (1996).

Sakai y Chalermchaikit, 1996, informan sobre el incremento que en Tailandia
ha sufrido el serotipo Enteritidis como responsable de infecciones humanas y de

contaminacién de la carne de pollo, no ocurriendo lo mismo en otras fuentes.

En Finlandia, Puohiniemi et al., 1997 informan que los Ultimos brotes en €l
pais han sido causados por Salmonella bovismorbificans (1994) y S. Stanley (1995).

Demostro que la fuente del brote por S. bovismorbificans era la misma que la de
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brotes similares presentados en Suecia en el mismo aio y lade S stanley a la de
brotes ocurridos en Estados Unidos (1995). En ambos casos la demostracion se hizo
mediante € estudio del andlisis del DNA genémico a través de la técnica de campo

pulsado y por patrones de resistencia antimicrobiana.
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IV.3. FAGOTIPOSDE SALMONELLA IDENTIFICADOS

Como ya se ha mencionado solo se realizo la tipificacion de los serotipos
Enteritidis, Typhimurium y Virchow

IV.3.1. FAGOTIPOSDE SALMONELLA ENTERITIDIS

En muestras de Francia, € Unico fagotipo (FT) identificado de Enteritidis ha
sido € 4, mientras que en muestras de Brasil se han identificado tres fagotipos. € FT
4(37),d FT1(1)yed FT 7 (1), evidencidndose & predominio del fagotipo 4.

En Espaiia, para 1996 tenemos que en muestras humanas los fagotipos mas
frecuentes para S enteritidis fueron los fagotipos 4, 6 ay 1, con 45,7%, 19% y
12,1% respectivamente (BES 1997/Vol5/n°3). No disponemos de datos de
tipificacion en ese afio para muestras no humanas, ya que no estaba incluida esta
técnica en e protocolo del CNMVIS hasta 1997.

En 1997 segin datos del BES 1998/Vol6/n° 14, en carne de pollos se
identifico en e 73,7% a fagotipo 4, seguido del 6 a (10,6%) y & 1 (5,8%). El
fagotipo 4 de S enteritidis también es e mas frecuente en humanos (41,7%), €
fagotipo 1 aumenta de manera importante, pasando de 12,1% en 1996 a 24,2% en
1997, mientras que € fagotipo 6a ocupa € tercer lugar (15,8%). Nuestros datos, con
muestras de pollo congelado importado, coinciden con estos resultados en el

predominio del fagotipo 4.

L os datos sobre aislamientos esporadicos de salmonelas en pacientes asistidos
en e Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) durante los afios 1997-1998,
muestran que e serotipo Enteritidis representd e 59,5%, siendo los fagotipos més
frecuentes 1 (35%), seguido del 4 (30%), 6 (15%) y 8 (10%), sin que éstos coincidan
con exactitud con los fagotipos aislados en nuestro estudio, ni con los de datos

nacionales, tanto de humanos como de carne de pollo.
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Hace fdta un estudio amplio en granjas de Tenerife para conocer la
distribucién de los fagotipos de S. enteritidis para poder comparar con |os resultados
en muestras de origen humano. No obstante, hay que tener en cuenta que los huevos
de gdlinas juegan un importante papel epidemiolégico y no disponemos de datos

sobre aislamientos de Salmonella en huevos en nuestra comunidad.

Rodrigue y colaboradores (1992) autores pertenecientes a programa de
vigilancia de Salmonella de la OMS informan del incremento de las infecciones a
nivel mundial por el serotipo Enteritidis, siendo en aves FT 8 & mas frecuente
(58,0%) y en humanos, en casos esporadicos y brotes, la distribucion de frecuencia
hasido: FT 8 (42%), FT 13 (37%), FT 14b (8%), FT 9a (3%) y FT 13 (2%). En este
estudio existe concordancia en cuanto a la mayor frecuencia de aparicion del FT 8

tanto en humanos como en aves.

Fantasia y Filetici (1994) en Italia encuentran a fagotipo 4 con € 76,8% de
frecuencia y € fagotipo 1 en e 10% en muestras de origen humano y alimentario,
coincidiendo con Nastas y Mammina (1996) en el sur de Italia, que identifican en

muestras humanas en casos esporadicos y brotes, el FT 4 en e 80%

Cowden et al. (1989) en Reino Unido encuentrael FT 4 en pollosen e 81%y
71% en humanos. Este mismo fagotipo es e més frecuente en todas las muestras de

alimentos (huevos, otras carnes, etc.).

En Irlanda, Wilson et al. (1996) en pollos frescos y congelados encuentran en

FT 4 como predominante.

En Escocia, Oboegbulem et al. (1993) informa en brotes alimentarios del
predominio del FT 8 en el periodo 1980-85y del FT 4 a partir de 1986. En el 55%
de estos brotes estuvo implicada la carne de aves como vehiculo de la infeccion.
Seguin Sharp (1991) el 50% de las infecciones en humanos causadas por salmonelas
corresponden al serotipo Enteritidis, y de éstas el 66,6% a fagotipo 4y € 8 en un
(25,3%).
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En Alemania, Katouli et a. (1993) en humanos encuentran los fagotipos 4
(45%) y 8 (20%).

En Dinamarca, Brown et a. (1994) estudiando e periodo (1980-90)
encuentra en pollos los fagotipos 1 (57,6%) y 4 (28,8%) y € FT 8 sdlo lo aislan en
pollos importados, en muestras humanas se invierte e orden de frecuencia de estos
fagotipos: FT 4 (61,8%) y FT 1 (17%).

Hickman-Brenner et al., 1991, en Estados Unidos, también encuentran a FT
8 como & mas frecuente en aves (32%), representando en todos los animales € 50%.
Englobando muestras humanas y animales encuentra la siguiente distribucion de FT:
8 (48%), 13 a (20%), 13 (8%), 14 b (8%), siendo los fagotipos 8 y 13 los més

relacionados con pollos y huevos causantes de brotes alimentarios.

Poppe et al. en Canada (1993) sefida a los fagotipos 8 y 13 como los mas
frecuentes en muestras de pollosy en humanos € 8y € 6 a. El fagotipo 4 no lo aido
en pollos pero si en humanos. El mismo autor en otro estudio en pollos y su
ambiente en las granjas, encuentra la siguiente distribucion: FT 8 (55,9%), FT 13
(25%) y FT 13 a (4,4%).

Khakhria et al., 1991, en Canada encuentran que los fagotipos 8, 13, 4, 13 ay
1 representan e 92% de todos los fagotipos de Enteritidis, aislados de muestras
humanas y no humanas. El FT 8 se identifico en & 72% y 70% de muestras no

humanas y humanas respectivamente, siendo también el mas frecuente en brotes.

Lior y Khakhria (1992), en € mismo pais en muestras de humanos, informa
que e fagotipo predominante es e 8 (56,8%), seguido del 4 (18,35%), 13 (8,3%) y «
13 a(5,1%), lo que es bastante coincidente con los hallazgos de Poppe.

En e Estado de Sao Paulo (Brasil), Irino y colaboradores estudiando cepas de

S enteritidis procedentes de fuentes humana y no humana, durante € periodo
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comprendido entre 1975-1992, identificaron a FT 8 en una frecuencia del 80,9% vy €l
FT 4 con un 65,4% hasta 1993, 99,7% en 1994 y 98,4% en 1995.

A la vista de estos resultados podemos deducir que los fagotipos 4 y 1

predominan en Europa y el fagotipo 8 en América, tanto en muestras de origen

clinico como en aislados procedentes de animales.
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IV.3.2. FAGOTIPOSDE SALMONELLA TYPHIMURIUM

No se ha redizado andlisis estadistico en este serotipo debido a escaso
nimero de aidamientos (5) hallados en este estudio, todos en muestras procedentes
de Francia. Se identificaron tres cepas del FT 204c, una del FT 204 y una de no
tipable.

En Espafa, la fagotipia de S. typhimurium, comenzo a redlizarse en e afio
1985 en e Laboratorio de Enterobacterias ddd CNMVIS, utilizando € juego
internacional de bacteriéfagos suministrados por e Centra Public Health
Laboratory, Colindale de Londres. En este afio se encontré que los fagotipos 66, 96 y
104 fueron los més frecuentes para muestras de origen humano y e 96 y 104 para
muestras de origen no humano (BES n° 1753/1986). En estas fechas no se realizaba

aln fagotipado de otros serotipos de Salmonella.

Para 1996, tenemos que en muestras de humanas los fagotipos mas aislados
de S typhimurium en orden de frecuencia fueron € 104 (20%), 193 (13,7%) y & 120
(11%). Este mismo afio se dispone de informacion sobre los fagotipos de S
typhimurium més importantes en muestras de aimentos, coincidiendo estos en
frecuencia con los de muestras humanos (104, 193 y 120) (BES 1997/V ol5/n8).

En 1997 los tres mas importantes siguen siendo e 104, 120 y 193 en
humanos (en porcentagjes similares a ano anterior) (BES 1998/V0l6/n°14), en fuentes
no humanas los mas predominantes son e 120 (26%) vy 104 (17,3%) y
especificamente en carne de pollo son € 204 (20%) y 204 c (26,6%), donde se

incluyen las cepas enviadas por NOsotros.

Hemos encontrado publicados pocos estudios sobre la distribucién de

fagotipos del serotipo Typhimurium referentes a muestras de carne de pollo.

En un estudio realizado en el Area de Medicina Preventivay Salud Publica,
de la Universidad de La Laguna en 1996, encontramos en 70 muestras de pollo
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fresco de procedencia local un total de 26 S. typhimurium, siendo en todos |os casos
todas del fagotipo 120 (Hernandez et al. 1999).

Los datos sobre aidamientos en casos esporadicos y en brotes de S
typhimurium en pacientes en Tenerife, durante los afios 1996-1998, muestran que &l
55,5% de éstos correspondié a FT 104b, el 16,6% a FT 120y 11,1% a FT 104. El
FT 120 se aida por tanto, en el mismo periodo, en pollos de granjas de laiday en
humanos, aunque en este caso en porcentgje inferior. Sin embargo, en este estudio de
pollos de importacién, en el mismo periodo, no hemos encontrado este fagotipo en

ningun caso, s bien solo identificamos 5 aislados de S. typhimurium.

Baggesen y Wagener (1994), en Dinamarca, refieren a cinco fagotipos
predominantes (10, 12, 66, 110 y 135), representando el 78.8% de los aislamientos.
En humanos, e 57,3% de los aislados fueron FT 12. Los fagotipos 110, 120, 135y
193 constituyeron el 86,5% de los aidamientos en pollos, mientras que estos

fagotipos sblo responden del 12,9% de |os ailamientos humanos.

En Brasil, Asens et al. (1995) encuentra la siguiente distribucion de fagotipos
del serotipo Typhimurium en muestras humanas procedentes de nifios con
gastroenteritis: 193 (58,7%) y 105 (38,4%), totalmente diferente a los encontrados

por nosotros de las muestras de pollo de ese pais.

En Escocia, Oboegbulem et al. (1993) en un estudio de cepas de salmonelas
aidadas en la época de los ochenta, de brotes de origen humano encontré los
fagotipos 110 (21,1%), 49 (13,7%) y € 10 (13,2%).
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IV.3.3. FAGOTIPOSDE SALMONELLA VIRCHOW

En este estudio hemos identificado 4 aislamientos del serotipo Virchow, dos
del FT 8, uno del FT 31y uno del FT 37. No se realiza andlisis estadistico de estos
resultados debido al escaso nimero de aislamientos y a que todos corresponden a

muestras procedentes de Francia.

En Espafia para € afio 1996, en muestras de origen no humano, €l serotipo
Virchow ocupa un 4,4 % de frecuencia, de las que € 56% corresponden a muestras
de aimento, sin especificar tipo y sin determinacion de los fagotipos (BES
1997/Vol5/n° 8). En este afio se inicia la fagotipia de este serotipo, en el CNMVIS,

pero sdlo en muestras de origen humano

En muestras de carne de aves, estudiadas en e afio 1997, de 5
determinaciones, tres corresponden a FT 8, unaa FT 31y unaa FT 37, perfil que

coincide con nuestros resultados.

En muestras de origen humano, se encuentra que los fagotipos de S. virchow
predominantes son € 8 (44,4%) y & 31 (19,4%) (BES 1997/Vol5/n°3). Similares
hallazgos se obtienen en 1997, donde los fagotipos 8 (41,1%%), 31 (23,3%) y 19
(15,1%) son los més frecuentes (BES 1998/V ol 6/n°13).

En cuanto a los fagotipos de S virchow identificados en muestras de
pacientes en Tenerife, encontramos dos: uno FT 8 y uno FT 31, lo que a pesar de
escaso humero de aislados, coincide con nuestros resultados en pollos congelados y

con los encontrados a nivel nacional en carne de aves.

En Espafia, S virchow ha sido la responsable de brotes causados por la
ingestiéon de formula lactea infantil contaminada por cepas lactosa (+) (Usera et al.,

1998), en lainvestigacion de dichos brotes se encontraron los fagotipos 4 y 2.
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Un estudio realizado por Willocks et a. (1996), en Inglaterra y Gales,
investiga € incremento en muestras de origen humano del FT 26 de S. virchow
durante €l afio 1994. La adquisicién de este serotipo |o relacionaban con € consumo
de pollo. Sugiriendo los autores que este incremento de S. virchow podria ser un

indicador de laimportancia que en el futuro tendrd este serotipo en las aves.
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IV.4. TIPADO GENOMICO

A la vista de los resultados, € enzima Xbal utilizado, a pesar de ser € que
mas se refiere en la bibliografia (Suzuki et a., 1995; Thong et al., 1995; Murase et
al., 1995; Liebisch y Schawarz, 1996; Matushek et al. 1996; Thong et a., 1998; Lee
et a., 1998), no se muestra discriminativo en este caso, dado que probando diferentes
fagotipos y de origenes distintos se encontrd que todos los aislados (19) ensayados,
excepto uno tenian € mismo patrén de banda, razén por la que no se prosiguid con
este ensayo.

Estos resultados concuerdan con |os estudios realizados por otros autores que
afirman la necesidad de la utilizacién dos o tres enzimas, como por gemplo  Notl
(Bautsch, 1993), Spel (Lee et al., 1998), BlInl (Murase et al., 1995), Avrll (Thong et
al., 1998) para la macrorrestriccion en campo pulsado de aislados de Salmonella, sin
gue hasta ahora se haya llegado a encontrar €l enzima que solo o combinado con otro

permita obtener pul sotipos que nos sirvan como marcadores epidemiol 6gicos.
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IV.5. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLADOS DE
SALMONELLA FRENTE A LOS ANTIMICROBIANOS
ENSAYADOS

L os antibi6ticos son utilizados en €l tratamiento de infecciones bacterianas de
humanos y animales y también son administrados de manera profilactica para
prevenir las infecciones y en dosis subterapéuticas en 1os piensos de los animales. El
uso de los antibiéticos como aditivos en los piensos fue aprobado en 1950, después
de que se conociera que su uso incrementaba € grado de crecimiento, mejoraba la
conversion del aimento y reduccién la mortalidad y morbilidad por infecciones

clinicas y subclinicas en los animales (Gersemay Helling, 1986).

Sin embargo, & uso de un antimicrobiano en humanos o en animales, es a
menudo seguido de la aparicion de microorganismos resistentes, 10 que conlleva a
fallos terapéuticos y a la necesidad de buscar nuevas sustancias antimicrobianas,

generalmente mas costosas.

Varios investigadores afirman que e fendmeno de la resistencia esta
relacionado con la cantidad y las pautas en € uso de los mismos y recomiendan €l

uso prudente, tanto en humanos como en animales.

En 1994, e grupo de trabajo cientifico de la OMS para la monitorizaciéon y
manegjo de resistencias bacterianas a agentes antimicrobianos desaprueban e uso
innecesario de antibiéticos con fines profilacticos en animales para consumo humano
y recomiendan que los agentes antimicrobianos no sean usados como sustituto de la
adecuada higiene animal (WHO, 1994).

La mayoria de las infecciones por Salmonella no requieren tratamiento, no
estando indicado en el caso de gastroenteritis no complicadas, ya que no reducen la

duracion o severidad de los sintomas e incluso puede prolongar la convalecenciay el
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estado de portador y pueden llevar a la emergencia de microorganismos resistentes
(Aserkoff y Bennett, 1969).

Los pacientes con bacteriemia, meningitis u otra infeccion extraintestinal,
requieren tratamiento antimicrobiano efectivo. El Cloramfenicol fue la droga de
eleccidn durante décadas, siendo otras drogas efectivas Ampicilina, € Cotrimoxazol
y mas recientemente la Ciprofloxacina. Estos cuatro antimicrobianos son los que
aconsgja el NCCL S ensayar en cepas de origen clinico de Salmonella spp. y en elos
basaremos la discusion de nuestros resultados en este capitulo y posteriormente las
conclusiones.

Si aumenta la frecuencia de resistencia a estos antimicrobianos, la eleccion de
agentes que puedan usarse para e tratamiento de los pacientes se limita y se
incrementa la probabilidad de que la terapiainicial, escogida antes de disponer de los

resultados de susceptibilidad in vitro, fracase.

Otro impacto de la resistencia antimicrobiana es la conocida asociacion entre
las salmonelas resistentes y € uso rutinario en clinica de antimicrobianos para

infecciones diferentes ala salmonelosis. Esta asociacion puede tener tres facetas:

1. Las infecciones por samonelas resistentes pueden complicar €

tratamiento antimicrobiano a otras infecciones.

2. El tratamiento antimicrobiano previo permite que un pequefio nimero
de salmonelas resistentes provoquen infecciones sintomaticas, debido,
incluso, a la disminucion de la dosis infecciosa necesaria para

provocar enfermedad.

3. Un incremento en la proporcion de salmonelas resistentes aumenta
globalmente las salmonelosis.

Durante la tergpia antimicrobiana en humanos, las samonelas pueden

adquirir factores de resistencia transferidos de otros microorgani smos entéricos.
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El uso de dosis subterapéuticas de antimicrobianos como promotores de
crecimiento produce efectos en los animales similares a los vistos en humanos que
reciben tratamiento antimicrobiano para salmonelosis, es decir, desarrollan
resistencia (Williams et al., 1978).

Los antibidticos en Veterinaria se utilizan en forma mas prolongada y
constante en dosis subterapéuticas, produciendo un mayor impacto sobre la aparicién
y persistencia de resistencias. Por otra parte, €l uso de antimicrobianos en animales,

al igual que en humanos, constituye un factor de riesgo para inducir enfermedad.

Por estas razones, el uso de los antibidticos en animales requiere autorizacion
por parte de la Unién Europea. Desde hace cas tres décadas, se han venido
elaborando una serie de normativas para regular €l uso de aditivos en alimentacion
animal, entendiendo por aditivos las sustancias que producen un efecto positivo
sobre los aimentos a los que se incorporan, asi como sobre las producciones
animales, incluyendo los antibiéticos, que empleados en pequefias dosis, producen
efectos fisioldgicos de nutricion, mientras que en dosis elevadas su accién es la de

sustancias medicamentosas.

La Directiva (70/524/CEE) de 23 de Noviembre de 1970 sobre |os aditivos en
alimentacion animal contempla en su Anexo |, parte A, e uso en aves de los
antibidticos Bacitracina-Zinc, Tetraciclinas, Oleandomicina, Penicilina-G-Potésica,
Espiromicina, Virginiamicina y Flavofosfolipol (todos para uso en aves excepto

patos, ocas y gallinas ponedoras).

El Real Decreto 851/1975, de 20 de Marzo, por € que se establece la
reglamentacion de las sustancias y productos que intervienen en la alimentacion de
los animales, en su anexo de aditivos, permite ademas el uso de Bacitracina-Zinc y
Flavofosfolipol en gallinas ponedoras, a diferencia de la Directiva 70/524/CEE y
permite e uso de la Avoparcina en pollosy pavos de carne.
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La Directiva 85/429/CEE de la Comisién, modifica los anexos de la Directiva
70/524/CEE del Consgjo, quedando permitidos para su uso en aves los siguientes
antibidticos. Espiramicinag, Virginiamicina, Flavofosfolipol ( excepto en patos, ocasy
gallinas ponedoras), Bacitracina-Zinc (excepto patos y ocas) y Avoparcina ( en pavos

y pollos de engorde).

El Rea Decreto 418/1987, sobre las sustancias y productos que intervienen
en la aimentacién de los animales, transpone la legislacion de la CEE sobre aditivos
en alimentacién animal contenida en la Directiva 70/524/CEE del Consgjo y las que
la modifican hasta la Directiva de la Comision 87/552/CEE, de 17 de Noviembre de
1987. Este Real decreto suprime el uso de la Avoparcina.

De la manera similar, modificaciones sucesivas de la Directiva 70/524/CEE,
han ido paulatinamente prohibiendo, en Veterinaria, € uso de antibidticos que se

encuentren dentro de los grupos utilizados en humanos.

Asi, por giemplo la Directiva (97/6/CEE) de 30 de Enero, establece con
carécter cautelar, que no se conceda ninguna autorizacion de aditivos del grupo de
los polipéptidos, suprimiendo e uso de la Avoparcina en todos los paises miembros
de la Union Europea, araiz de que Dinamarca (1995) y Alemania (1996) prohibieron
el empleo de la Avoparcina en la aimentacion animal, ya que en su opinion
representa un peligro para la salud humana, debido a que este antibiotico, puede
transferir resistencia a otros del mismo grupo reservados para e tratamiento de

infecciones graves en humanos.

A partir de Junio del presente afio, segun el Reglamento 2821/98 del Consgjo
de la Union Europea, no se podran adicionar los siguientes antibidticos en la
alimentacion animal:  Bacitracina-Zinc (polipéptido), Espiramicina (macrdlido),

Virginiamicina (estreptograming) y Fosfato de Tilosina (macrdlido).
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IV.5.1. SUSCEPTIBILIDAD DEL TOTAL DE AISLADOSDE SALMONELLA
FRENTE A LOSANTIMICROBIANOS ENSAYADOS

Los aidados de Salmonella mostraron las mayores resistencias in vitro para
los antibidticos Piperacilina (52,2%), Aztreonam (52,2%), Cloramfenicol (34,3%),
Tetraciclina (22,4%) y Ampicilina (19,4%).

Las resistencias observadas frente a Cloramfenicol, Tetraciclina y
betalactamicos, podrian explicarse por e uso indiscriminado que han tenido en

clinica veterinariay como promotores de crecimiento en las aves.

La discuson de estos resultados la enfocaremos, dado € numero de
antibidticos testados, en los que de acuerdo a los criterios de la NCCLS, deben ser
ensayados en pruebas de susceptibilidad in vitro en el caso de salmonelas de origen

humano (Ampicilina, Cloramfenicol, Cotrimoxazol y Ciprofloxacina).

Los porcentgjes de resistencia a estos antibidticos para el total de cepas
aisladas en nuestro estudio fueron para € Cloramfenicol un 34,3, para Ampicilina de

19,4, a Cotrimoxazol de 11,9 y ala Ciprofloxacinaun 3.

Existen escasos estudios sobre resistencia de antimicrobianos en cepas
aidladas de pollos y un nimero importante de ellos referidos a cepas de origen

clinico.

En un estudio ya mencionado en muslos de pollo fresco de procedencia local
los porcentajes de resistencia encontrados fueron de 80 frente a Cloramfenicol y del
63,3, para la Ampicilina, sin que se observen resistencias frente al Cotrimoxazol y
Ciprofloxacina. Como se puede apreciar, los porcentajes de resistencia a los dos
primeros antibiéticos mencionados es muy elevada, s bien hay que mencionar, que
la mayoria de estos aislados corresponden a serotipo Typhimurium, ampliamente

conocido por su resistencia a diversos antimicrobianos (Hernandez et al., 1999).
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En pacientes asistidos en e Hospital Universitario de Canarias durante los
anos 1997-98 con cultivos positivos para esta bacteria, encontramos un porcentgje de
resistencia a Cloramfenicol de 36,1, a la Ampicilina de 30,6 y a Cotrimoxazol de
11,4. En e caso de Ciprofloxacina no aparecen resistencias. Cabe destacar que €l
porcentgje de resistencia de Cloramfenicol y Cotrimoxazol es practicamente igual al
de nuestro estudio, sin embargo frente ala Ampicilina es superior. En ambos casos la

Ciprofloxacina se comporté como el antibiético més efectivo in vitro.

En Espafia, en un estudio de Luque et al. (1994) en aidlados de Salmonella de
diferentes origenes, encontraron que las cepas procedentes de alimentos no
presentaron resistencia a Ampicilinay Cotrimoxazol. Al Cloramfenicol el porcentaje
de resistencia fue de 21,7. En este mismo trabgjo, y en cepas de origen clinico, no se
detecta resistencia al Cotrimoxazol y si a la Ampicilina (14,6%) y Cloramfenicol

(11,9%). No ensayaron Ciprofloxacina.

En un trabajo ya citado, realizado en Canada por Poppe et a. (1996) sobre la
frecuencia de resistencia de los aislamientos de Salmonella, no se encontraron cepas
resistentes a Ciprofloxacina ni en €l caso de ponedoras ni en los pollos de engorde.
Menos del 1% lo fue frente a Cotrimoxazol, entre 1-2% a Cloramfenicol y entre el 2-

3% ala Ampicilina.

En este mismo pais otros autores (D’ Aoust et al., 1992) sefidlan que para €
periodo 1986-1989 la carne de aves constituye e principal reservorio de fenotipos
multirresistentes de Salmonella, siendo los porcentajes de resistencia observados
muy bajos, 3,4 para Ampicilinay 0,4% para Cloramfenicol. En este estudio ninguna

cepa fue resistente a Cotrimoxazol y no se ensay0 la Ciprofloxacina.

Las bgas resistencias a Ampicilina y Cotrimoxazol de estos autores
canadienses mencionados, concuerdan con € estudio de McGarr et a. (1997)

tambi én realizado en pollos en Canada.
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Tess y colaboradores (1997) realizan En Buenos Aires (Argentina) un
estudio de resistencias de aislados de Enterobacteriaceae en canades de pollo
encontrando un 21,5%, 9,7% y 8,6% de resistencia de Salmonella frente a
Ampicilina, Cotrimoxazol y Cloramfenicol respectivamente. Estos autores tampoco

ensayan susceptibilidad in vitro de los aidlados frente a la Ciprofloxacina.

En el Reino Unido, Wray et al. en 1993 dentro del programa de vigilancia de
las resistencias antimicrobianas de Salmonella en este pais, encuentran que el 24%
de los aisamientos de Salmonella en animales son resistentes a los antibidticos
estudiados (16 antibi 6ticos).

Ramos et al. (1996) en un estudio realizado en Madrid en un hospital del &rea
urbana de Madrid (1980-1994) sobre salmonelosis encuentran que la resistencia a
uno 0 mas antibidticos (particularmente a Ampicilina y Cloramfenicol) de las
salmonelas, aumento significativamente durante e periodo de estudio. En un total de
1468 aidados encuentra un porcentgje global de resistencia del 17,6%,
correspondiendo 12, 4,1 y 2,1% a Ampicilina, Cloramfenicol y Cotrimoxazol

respectivamente.

En otro hospita de Madrid, Mufioz et a. (1993) estudiaron la resistencia
antimicrobiana de 961 aislados clinicos de Salmonella recolectadas entre 1988-1991,
observando que las resistencias totales frente a Ampiciling, Cloramfenicol y
Cotrimoxazol fueron de 32, 11 y 2% respectivamente. Presentando la resistencia al
Cloramfenicol un incremento significativo del 9 a 16% durante € periodo
estudiado, mientras que las resistencias a las otros drogas se mantuvieron estables.

Ninguna de | as cepas fue resistente a Ciprofloxacina.

En otras zonas de Espaia € porcentge de resistencia de Salmonella a
Cotrimoxazol es muy bajo y similar a encontrado en otras instituciones hospitaarias
espariolas, representando ésta una aternativa importante para € tratamiento via oral

ante cepas resistentes a Ampicilina, la que ha alcanzando hasta un 45,8% de
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resistencia como lo sefialan en sus estudios Alos et a. y Pérez de Ledn et a. (ambos
publicados en 1990).

En otros paises, la resistencia de Salmonella de origen humano frente
Ampicilina es muy variable, oscilando por gjemplo entre un 1,5% en Nueva Zelandia
(Hefferman, 1991), 17% en Libano (Arg et a., 1994) y un 85,4% en Iran (Farhoudi-
Moghaddam et a., 1990).

En el Norte de Africa, Américadel Sur y Asialaresistencia de los aislados de
Salmonella en pacientes a Cloramfenicol constituye también un problema,
alcanzando alrededor de un 10% (Cherubin, 1990; Williams et al., 1989). En paises
como Libano se han informado de un 19% de cepas resistentes a este antibidtico y un
15% de resistencia frente al Cotrimoxazol (Argj et a., 1994).

En 1983, segun datos del Center for Disease Control de Atlanta (MMWR,
1984) sobre cepas de Salmonella en humanos, |os porcentajes de resistencia fueron
de 38, 9y 3 para Ampicilina, Cloramfenicol y Cotrimoxazol respectivamente, siendo

estos hallazgos similares a los descritos por Mufioz et a. (1993) en un hospital
espariol.

Por su parte, Lee y colaboradores (1994), también en Estados Unidos,
estudiando las infecciones de Salmonella resistentes a antimicrobianos entre 1989-
1990, determinan un incremento de cepas resistentes (de 17% a 31%) y en la
resistenciaa Ampicilina (10% a 14%) a compararlo con datos de un estudio similar
realizado entre 1979-1980.

En cuanto a las resistencias de Salmonella en muestras de origen humano
aisadas durante € periodo 1975-1986, en Japon, Machida y Shigiyama (1988),
ensayando 24 agentes antimicrobianos, encontraron que en un total de 148
aidamientos, las resistencias més alta se presentaban frente a las penicilinas

sintéticas, obteniéndose a la Ampicilina un 21%. Por otra parte, € 11% de los
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aidados fueron resistentes a Cloramfenicol y no hubo resistencia frente a

Cotrimoxazol. En este estudio no es testada la Ciprofloxacina.
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IV.5.2. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS SEROTIPOS DE SALMONELLA
AISLADOS CON MAYOR FRECUENCIA FRENTE A LOS
ANTIMICROBIANOS ENSAYADOS

Se discute la susceptibilidad antimicrobiana de los serotipos aislados con
mayor frecuencia en nuestro estudio, es decir: Enteritidis, Heidelberg, Typhimurium

y Virchow frente a Ampicilina, Cloramfenicol, Cotrimoxazol y Ciprofloxacina.

A la hora de comparar con otros estudios, tanto en muestras de pollos, como
en aidados humanos, hemos encontrado escasa hibliografia sobre resistencia de

serotipos especificos frente a los antimicrobianos.
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IV.5.21  SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLADOS DE SALMONELLA
ENTERITIDIS FRENTE A LOSANTIMICROBIANOS ENSAYADOS

Los aisados de Salmonella enteritidis mostraron mayor resistencia in vitro

frente a los antibi6ticos Piperacilina, Aztreonam y Cloramfenicol.

Los porcentges de resistencia de las 42 cepas aisadas de Salmonella
enteritidis fueron en nuestro estudio de 35,5% para el Cloramfenicol y de 7,1% para

Ampicilina, sin que se obtuviese resistencia ante Cotrimoxazol y Ciprofloxacina.

En un estudio, ya mencionado, en muslos de pollo fresco de procedencia
local, en el que sblo aislamos 2 cepas de Salmonella enteritidis, encontramos que
ambas fueron resistentes a Cloramfenicol y Ampicilina, Sin que apareciese

resistenciafrente a Cotrimoxazol y Ciprofloxacina (Hernandez et al., 1999).

De pacientes asistidos en € Hospital Universitario de Canarias, de un total de
20 aidados de Salmonella enteritidis encontramos las mayores resistencias a
Ampicilina (33,3) y Cloramfenicol (30,0), mientras para Cotrimoxazol |la resistencia

fue del 5%y en € caso de Ciprofloxacina todos los aislados fueron sensibles.

En Espafia, en un estudio de Luque et al. (1994) en aidlados de Salmonella de
diferentes origenes, encontraron que S. enteritidis no presentaba resistencia al
Cotrimoxazol. Frente a la Ampicilina el porcentaje de resistencia era de 85 y a

Cloramfenicol 7,2. No se ensay0 la Ciprofloxacina.

Un estudio espafiol ya citado, Mufioz et al. (1993) encuentran que en 159
cepas de Salmonella enteritidis de origen humano, se presenta una tendencia a la
disminucion, durante el periodo 1988-1991, de los porcentajes de resistencia frente a
la Ampicilina de este serotipo, de 29% en 1988 hasta 16% en 1991. En cuanto alas
resistencia frente a Cloramfenicol, estos autores observan la misma tendencia entre
1988 y 1990, disminuyendo los porcentajes de 6 a 0,5 respectivamente, con un ligero

ascenso en 1991 (1%). Frente al Cotrimoxazol, se presentan bajas porcentges de
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resistencia con tendencia a incrementarse en el periodo de estudio, oscilando entre

0,01% en 1988 'y 2% en 1991. No se ensay0 la Ciprofloxacina.

En & Reino Unido, Wray et a. en 1993, encuentran gque en €l periodo 1988-
90 los porcentgjes de Salmonella enteritidis, procedentes de animales, que eran
resistentes a Ampicilina oscilaban entre el 1-5 y entre 0-4 para Cotrimoxazol, sin que
se presentasen resistencias a Cloramfenicol en los tres afios estudiados. Estos

porcentajes son sensiblemente menores a los descritos anteriormente.

Nair et a. (1995) en Estados Unidos, compara la resistencia antimicrobiana
de cepas de este serotipo, de dos origenes, humanas y de pollos. Concluyen que la
resistencia a la Ampicilina es mas frecuente en los pollos que en humanos, no
encontrando diferencias en la expreson de la resistencia a Cloramfenicol,
Cotrimoxazol y Ciprofloxacina entre las dos fuentes. Todos los aidlados de

Salmonella enteritidis de humano y la mayoria de los pollos fueron sensibles a
Cotrimoxazol.
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IV.5.22. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLADOS DE SALMONELLA
HEIDELBERG FRENTE A LOSANTIMICROBIANOSENSAYADOS

Los aisados de Salmonella heidelberg mostraron mayor resistencia in vitro
frente a los antibidticos Cefazolina, Tetraciclinay Tobramicina

El porcentgje de resistencia de las 7 cepas aisladas de Salmonella heidelberg
es en nuestro estudio de 28,6% para € Cloramfenicol, sin que se obtuviesen

resistencias ante Ampicilina, Cotrimoxazol y Ciprofloxacina.

Este serotipo no se ha aislado en el estudio de muslos frescos realizados en €
Area de Medicina Preventiva'y Salud Publica ni en humanos asistidos en e Hospital

Universitario de Canarias.

A nivel general, existen muy pocos estudios sobre susceptibilidad a los
antibidticos, especificamente de este serotipo, debido probablemente a la baa

frecuencia de su aislamiento en humanos.

En los Estados Unidos, MacDonad et a. (1987), estudiando la
susceptibilidad antimicrobiana de este serotipo en muestras de origen humano,
encontraron una disminucion significativa del porcentgje de cepas resistentes de 67
en 1979-80 a 35 en 1984-85, sugiriendo que esto puede deberse a la restriccion en e
uso de antibioticos especificos como promotores de crecimiento en aves. El 69% de

los aislados de este serotipo en muestras de origen no humano correspondian a
pollos.
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IV.5.23. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLADOS DE SALMONELLA
TYPHIMURIUM FRENTE A LOS ANTIMICROBIANOS ENSAYADOS

Los aislados de Salmonella typhimurium mostraron mayor resistencia in vitro

frente a los antibidticos Ampicilina, Piperacilinay Cefazolina.

Los porcentgjes de resistencia de las 5 cepas aisladas de Salmonella
typhimurium fueron en nuestro estudio de 100 para Ampicilina, 60 y de 20 tanto para

el Cotrimoxazol como para la Ciprofloxacina.

En e estudio ya mencionado, en muslos de pollo fresco de procedencia local,
en el que aislamos 19 cepas de esta Salmonella, encontramos que los porcentajes de
resistencia eran de 89 para Cloramfenicol y Ampicilina, sin que apareciesen

resistencias frente al Cotrimoxazol y Ciprofloxacina (Hernandez et al., 1999).

De pacientes asistidos en € Hospital Universitario de Canarias, de un total de
12 aidados de Salmonella typhimurium, encontramos las mayores resistencias a
Cloramfenicol (58,3%) y Ampicilina (50%), mientras para Cotrimoxazol la
resistencia fue del 25% y en @ caso de Ciprofloxacina todos los aislados fueron
sensibles.

De estos tres trabagjos se puede deducir, que en nuestro medio, las salmonelas
de este serotipo tanto de origen humano, como de pollos frescos y de importacion,
tienen porcentgjes de resistencia muy elevados a los antibidticos, siendo de evidente

interés los resultados frente al Cloramfenicol y Ampicilina

En Espafia, en un estudio de Lugue et a. (1994) en aislados de Salmonella de
diferentes origenes, encontraron que de 34 cepas de S typhimurium e 23,5%
presentaban resistencia a Cloramfenicol, 17,6% a la Ampicilina y 8,8% a
Cotrimoxazol. No se ensay6 la Ciprofloxacina. Los porcentajes de resistencia si bien

importantes, son claramente inferiores a los obtenidos por nosotros.
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Brisabois et al. (1997) en Francia informan sobre € rapido incremento de la
incidencia en resistencia antimicrobiana y la emergencia de cepas multirresistentes
aisladas en animales y humanas, encontrando que el 76% de las cepas humanas eran
multirresistentes y en e 73% en las cepas de origen animal, incluyendo esta

multirresistencia entre otros a Ampicilinay Cloramfenicol.

Wray et a. (1991) en 8677 cepas de S typhimurium aisladas de animales en
Inglaterrra y Gales durante el periodo 1984-87, obtuvo porcentgjes de resistencia

para Ampicilina, Cotrimoxazol y Cloramfenicol entre 36,5y 58,8.

Los mismos autores, en 1993, encuentran que en e afno 1990 de salmonelas
aisladas de animales, los porcentajes de resistencia para Ampicilina, Cotrimoxazol y
Cloramfenicol eran de 30, 28 y 23 respectivamente.

En e Reino Unido, Threlfall et al. (1993) afirman que la incidencia de cepas
multirresistentes de S. typhimurium aisladas de humanos se ha duplicado durante un
periodo de ocho afios (1981-88). En animales, también observan este incremento,
siendo mayor en el caso de bévidos y cerdos, que en pollos. En el ganado vacuno, €
uso continuo de diversos antimicrobianos ha sido un factor contribuyente importante
en la emergencia de cepas multirresistentes de S typhimurium, sin embargo, en
pollos esta multirresistencia es menos acusada, segin los mismos autores, debido al
uso menos intensivo de antimicrobianos. En el caso de S enteritidis asociada a pollo

Nno encuentran multirresistencia

En Madrid, Mufoz et a. (1993) estudiando aislados de S typhimurium en
muestras de origen humano, encuentran una tendencia contraria a la observada por
los mismos autores para S. enteritidis con respecto a la resistencia frente Ampicilina
y Cloramfenicol. En ambos casos, los porcentges de cepas resistentes aisladas
aumentan progresivamente en el periodo 1988-1991, oscilando la resistencia ante la
Ampicilina entre 30 y 65% para 1988 y 1991 respectivamente y frente a
Cloramfenicol de 10 a 56%. En cuanto al Cotrimoxazol, encuentran una resistencia
media del 4% (2-6%).
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También en Espafia, en otro hospital de Madrid, Ramos et a. (1996)
determinaron los cambios en los patrones de resistencia de Salmonella typhimurium,
encontrando que en e periodo 1980-1994, las resistencias a Ampicilina y
Cloramfenicol se incrementaron desde 152% y 7,6% a 733% y 46,7%,

respectivamente.

En Italia, Falbo et a. (1982) informan de la existencia de un 38% de cepas de

S. typhimurium multirresistentes aisladas de pacientes, incluyendo a Cotrimoxazol.

En Alemania, Gross et al. (1998) afirman que e porcentgje de cepas
multirresistentes de este serotipo en humanos se increment6 significativamente entre
1987 y 1996 desde un 27% a 52,4%.

En Brasil, Campos y Hofer (1989) describen cepas multirresistentes de este
serotipo en diversas fuentes (humanas, ambientales, animales, aimentos, piensos),

principalmente a Ampicilinay Cotrimoxazol.

La multirresistencia de Salmonella typhimurium ha sido ampliamente
estudiada por diversos autores. Estos han informado de la reciente emergencia de

cepas multirresistentes del fagotipo 104, en diferentes paises.

Threlfall et a. 1997 sefidan que el fagotipo 104, resistente a Ampicilina y
Cloramfenicol, entre otros, se ha hecho frecuente en humanos en Inglaterra'y Gales,
a partir de 1990. En este mismo estudio afirman gue mientras que e ganado vacuno
es e principa reservorio de estas cepas, pero desde 1993 también se ha hecho
predominante en otros alimentos de origen anima incluyendo pollos, ovegas y
cerdos. Asi en humanos, en e afio 1990 las resistencias a Ampicilina, Cloramfenicol,
Cotrimoxazol y Ciprofloxacina fueron de 37%, 32%, 0,4% y 0% respectivamente,
incrementandose progresivamente hasta alcanzar en 1996 los valores de 95%, 94%,
24% y 14%. L os autores sugieren gue en los casos de Cotrimoxazol y Ciprofloxacina
estos incrementos estan relacionados con e uso en medicina veterinaria de

Trimetoprim en ganado vacuno (especificamente para infecciones causadas por € FT
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104 multirresistente) y de Enrofloxacina (Fluorquinolona) en € ganado vacuno y
pollos para e tratamiento y profilaxis de infecciones. Este Ultimo antimicrobiano se

permitio su utilizacién en Veterinaria a partir de 1993 en el Reino Unido.

Estos autores afirman, que sin lugar a duda, la persistencia en alimentos de
origen animal del Fatipo 104 en Gran Bretafia y en diversos paises europeos ha sido
fortalecida por € uso de antibidticos en la crianza animal, no sélo en e tratamiento

de animales enfermos sino como profilécticos.

Glynn et al. (1998) concluye que en Estados Unidos e fagotipo 104
multirresistente de S. typhimurium se ha convertido en un patdgeno de importancia
en este pais, aconsgado € uso prudente de antimicrobianos en las granjas de
animales y expresa la necesidad de realizar una mejor prevencion de enfermedades

en las granjas para reducir la diseminacion de cepas multirresi stentes.

De todos los estudios citados, podemos deducir que S. typhimurium es el
serotipo que presenta mayores resistencia frente a los antimicrobianos que
comunmente se utilizan en e tratamiento de infecciones humanas y que deben ser
testados segin normas de la NCCLS. Estas resistencias, principamente a la
Ampicilinay a Cloramfenicol, se vienen observando tanto en cepas humanas como
en animales, e incluso segun diversos estudios, ya sefidados, se ha incrementado en

|os Ultimos afnos.

En nuestro trabgjo, también en concordancia con lo descrito, este serotipo es

el que presentd las mayores resistencias frente a los antibi6ticos ensayados.
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IV.5.24. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLADOS DE SALMONELLA
VIRCHOW FRENTE A LOSANTIMICROBIANOS ENSAYADOS

Los aislados de Salmonella virchow mostraron mayor resistencia in vitro

frente a los antibi6ticos Ampiciling, Cefazolinay Cotrimoxazol.

El porcentge de resistencia de las 4 cepas aidladas de Salmonella virchow es
en nuestro estudio del 50% para el Cotrimoxazol y Ampicilinay no se observaron

resistencias ante Cloramfenicol y Ciprofloxacina

Este serotipo no se ha aislado en € estudio de muslos frescos realizado en €
Area de Medicina Preventivay Salud Publica

A nivel general, existen muy pocos estudios sobre susceptibilidad a los
antibidticos, especificamente de este serotipo, debido probablemente a la baga

frecuencia de su aislamiento en humanosy en animales.

Luque et al. (1994) en su estudio de cepas de Salmonella de diferentes
origenes, en 5 aidados de este serotipo no encontraron resistencia frente a

Ampicilina, Cloramfenicol y Cotrimoxazol. No se ensay6 con Ciprofloxacina.

Mufioz et a. (1993), a estudiar las susceptibilidad antimicrobiana de cepas
del serogrupo C7 de Salmonella aisladas en muestras clinicas, de las que € 89%
correspondian a Svirchow encontraron una tendencia al incremento de la resistencia
de este serotipo a la Ampicilina, oscilando entre 43% y 59% para 1988 y 1991
respectivamente. Ocurre |o contrario ante €l Cotrimoxazol, en € que las resistencias
han disminuido de 14 a 8% entre 1988-1990. En 1991, no se aisl6 este serotipo. En €
caso del Cloramfenicol, observaron una disminucion desde un 71% en 1988 hasta un
8% en 1990, con marcado incremento en 1991 (24%).

Threlfall et al. (1993) en un estudio de resistencias de cepas de Salmonella de

origen humano y animales de consumo humano en Inglaterra 'y Gales, encontraron
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para e periodo comprendido entre 1981-1988 un incremento de la frecuencia de
cepas resistentes de Salmonella virchow, siendo particularmente frecuente la

aparicién de multirresistencia asociada a carne de pollo importada de Francia
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La frecuencia de aisamiento de Salmonella en muestras de pollos congelados de
importacion obtenida en nuestro estudio es ata, smilar a la de otros estudios,
nacionades y de otros paises, s bien esta frecuencia de aisdamiento ha
descendido mucho a nivel mundial, como se desprende de los resultados de
estudios de la década pasada o principios de ésta.

Segun € pais de origen, en nuestro estudio la frecuencia més alta de aislamiento
de Salmonella la presenta Francia, seguido de Brasil, siendo las diferencias
significativas entre estos paises. Estados Unidos ocupa el ultimo lugar, si bien e
reducido nimero de muestras no permite obtener resultados estadisticamente

significativos.

Segun € tipo de muestras, la mayor frecuencia de aislamiento corresponde a los
muslos, seguido de los pollos enteros y por Ultimo las pechugas. No es posible
establecer comparaciones con otros estudios ya que solo hemos encontrado un

estudio en laliteratura que establezca esta diferenciacion.

La frecuencia de aislamiento en piel es superior a la obtenida a partir de las
muestras de musculo, siendo en € caso de pollos enteros la diferencia

significativa

El serotipo de Salmonella aislado con mayor frecuencia es con gran diferencia el
Enteritidis, seguido a gran distancia y en este orden por Heidelberg,
Typhimurium y Virchow. Los restantes serotipos aislados, siete en total, 10 son
en una frecuencia minima. Nuestros resultados son concordantes con las

publicaciones a nivel nacional.

Segln pais de origen, en Brasil llama la atencion la ausencia de los serotipos
Typhimurium y Virchow, manteniendo Enteritidis la primera posicion con gran
diferencia sobre Heidelberg que es e siguiente. Francia presenta mucha méas
diversidad de serotipos aislados, sin que en este caso Enteritidis sea €
predominante. En Estados Unidos e Unico serotipo aislados es el Kentucky, s

bien e nimero de muestras es bajo. En estudios realizados en otros paises se
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10.

11.

12.

13.

observan frecuencias muy diferentes, variando los serotipos predominantes, S
bien en genera, Enteritidis, Typhimurium y Heidelberg ocupan los primeros

lugares.

El fagotipo de Salmonella enteritidis predominante, tanto en Francia como en
Brasil ha sido € 4, lo que guarda correspondencia con el encotrado en Espaia y
otros paises europeos, mientras que en América del Norte predomina €l fagotipo
8.

Para € serotipo Typhimurium se ha identificado los fagotipos 204c y 204, con
predominio del primero, si bien el nimero de aislamiento de este serotipo es
muy limitado.

Para el serotipo Virchow se han identificado los fagotipos 8, 31y 37, s bien €

nimero de aislamiento de este serotipo es muy limitado.

El pulsotipo, como marcador epidemiologico, realizando el andisis de
macrorrestriccién en campo pulsado con € enzima Xba |, carece de poder
discriminativo paralos aislados de nuestro estudio.

El total de aidados de Salmonella mostraron las mayores resitencias in vitro y
por este orden, a Cloramfenicol, Ampicilinay Cotrimoxazol. La Ciprofloxacina
se comporta como € antibidtico més efectivo in vitro frente a nuestros aislados.
Nuestros resultados evidencias una resistencia mas elevada que en otros

estudios, sobre todo a Cloramfenicol y ala Ampicilina

Los aislados de Salmonella enteritidis mostraron las mayores resitencias in vitro,
por este orden, a Cloramfenicol y ala Ampicilina. No se obtuvieron resistencias

a Cotrimoxazol y la Ciprofloxacina.

Los aidlados de Salmonella heidelberg mostraron resistencia a Cloramfenicol.
No se obtuvieron resistencias a la Ampicilina, a Cotrimoxazol y la
Ciprofloxacina. Este serotipo se comportd como € més sensible de nuestro
estudio.

- 249 -



Conclusiones

14. Todos los aidados de Salmonella typhimurium  fueron restistentea a la
Ampicilina, presentando también frente a Cloramfenicol porcentgjes de
resistencia elevados. En este serotipo se encontraron resistencias moderadas
frente a Cotrimoxazol y la Ciprofloxacina. Estos resultados concuerdan con lo
descrito por otros autores que sefidlan a este serotipo como € mas resistente,

principalmente ala Ampicilina

15. Todos los aidados de Salmonella virchow mostraron las mayores resitencias in
vitro alos antibi6ticos Cotrimoxazo y Ampicilina. No se obtuvieron resistencias

a Cloramfenicol y la Ciprofloxacina.

- 250 -



V1. BIBLIOGRAFIA



Bibliografia

Aber RC y Mackel DC. Epidemiologic typing of hosocomial microorganisms. Am J
Med 1981;70:899-905.

Aguero J, Faundez G, Nunez M et al. Choleriform syndrome and production of labile
enterotoxin (CL/LT1)-like antigen by species of Salmonella infantis and Salmonella
haardt isolated from the same patient. Rev Infect Dis 1991;13:420-3.

Agunod M, Yamaguchi N, Lépez R et al. Correlative study of hydrochloric acid,

pepsin, and intrinsic factor secretion in new borns and infants. Am J Dig Dis
1969;45:14-26.

Alos JI, Gonzédlez-Palacios R, Sanchez-Moreno MP y Calderon P. Alta frecuencia de
elevada resistencia a ampicilina de Salmonella spp. no typhi. Med Clin (Barcelona)
1990;95:175-7.

Ames BN, Lee FD y Durston WE. An improved bacterial test system for detection
and classfication of mutagens and carcinogens. Proc Natl Acad Sci 1973;70:782-6.

Anad CM y Finlayson MC. An Institucional outbreak of salmonellosis due to a
lactose fermentative Salmonella newport. Am J Clin Path 1980;74: 657-60.

Anderson ES. The phage typing of Salmonella other than S. typhi. En: Van Oye C,
editor. The world problem of sailmonellosis. The Hague: Junk, 1964:84-110.

Andrews WA. Evolution of the Methods for Detection of Salmonella in Foods. J
AOAC Int 1995;79(1): 4-12.

Argy GF, Uwaydah MM y Alami SY. Antimicrobial Susceptibility patterns of
bacterial isolates at the American University Medica Centern Lebanon. Diagn
Microbiol Infect Dis 1994;20:151-8.

Arbeit RD. Laboratory procedures for the epidemiologic analysis of microorganisms.
En: Murray PR, Yolken RH, Baron EJ, Pfaler MA y Tenover FC, editores. Manual
of Clinical Microbiology. Sixth edition. Washington: ASM Press, 1995:190-208.

- 249 -



Bibliografia

Archer GL y Mayhall CG. Comparison of epidemiologica markers used in the
investigation of an outbreak of methicillin-resistant Staphyloccocus epidermidis. J
Infect Dis 1983;151:243-51.

Asens MD, Costa AP, Moura E, dos Reis EM y Hofer E. Lysotypes and Plasmidial
profile of Samonella serovar typhimurium isolated fron children with enteric
processes in the cities of Rio de Janeiro, RJ, and Salvador; BA-Brazil. Rev Inst Med
Trop Sao Paulo 1995;37(4):297-302.

Aserkoff BA y Bennett JV. Effect of antibiotic therapy in acute Salmonellosis on the
fecal excretion of salmonellae. N Engl J Med 1969;281(12):636-40.

Avril VL, Denis F, Dobernat H y Monteil H, editores. Bactériologie Clinique. Paris:
Ellipses, 1992:166-82.

Badalia K, Der-Sarkissan M y Sabetzadeh H. Relation between Salmonella
typhimurium biotypes and drug resistance, Teheran, Iran (1962-1973). J Trop Med
Hyg 1976;79(2):28-31.

Baggesen DL, Skov MN, Brown DJy Bisgaard M. Separation of Salmonella DT 2
and DT 135: molecular characterization of isolates of avian origin. Eur J Epidemiol
1997;13(3):347-52.

Baggesen DL y Wegener HC. Phage Types os Salmonella Enterica ssp. Enterica
serovar Typhimurium isolated from production animals and humans in Denmark.
Acta Vet Scand 1994;35: 349-54.

Baltai Moner J. Hacia un control sanitario de la salmonelosis en las explotaciones

avicolas de multiplicacién, puestay produccién carnica. Eurocarne 1996;52:55-8.

Barnhart HM, Dreesen DW, Bastien R y Pancorbo OC. Prevalence of salmonella
enteritidis and others serovars in ovaries of layer hens a time of daughter. J Food
Prot 1991; 54(7):488-91.

- 250 -



Bibliografia

Barry AL, Bada RE y Effinger LJ. Reproductibility of three microdilution systems
for identification of Enterobacteriaceae, compared with APl 20E and Micro-ID
systems. Curr Microbiol 1979;3:21-5.

Barry AL, Coyle MB, Thornsberry C, Gerlach EH y Hawkinson M. Methods of
measuring zones of inhibition with Bauer-Kirby disk susceptibility test. J Clin
Microbiol 1979;10:885-9.

Baskerville A, Humphrey TJ, Fitzgeorge RB, Cook RW, Chart H, Rowe B y
Whitehead A. Airborne infection of laying hens with Salmonella enteritidis phage
type 4. Vet Rec 1992;130(18):395-8.

Bautsch W. Not | macrorestriction analysis suggets a clonal relationship of
Salmonella enterica, ser. Enteritidis phage lysotype 4 strains. Infection
1993;21(5):328-30.

Bayley JS. Detection of Salmonella Cells within 24 to 36 hours in Poultry Samples
with the Polymerase Chain Reaction BAX System. J Food Prot 1998;61(7):792-5.

Bean NH, Goulding JS, Lao C y Angulo FJ. Surveillance for foodborne Disease
Outbreaks. United States, 1988-1992. Morbidity and Mortality Weekly Report
(MMWR) 1996;45 Supl 5:58-66.

Benenson AS, editor. Control of Communicable Diseases in Man. Washington:
American Public Health Association 1990;381-5.

Bentley DW, Haque R, Murphy RA y Lepper MH. Biotyping, an epidemiological
tool for coagulase-negative staphilococci. Antimicrob Agents Chemother 1968;54-9.

Berche P, Smonet M y Gaillard JL, editores. Bactériologie les bactéries des

infectious humaines. Paris: Medicine Sciences Flammarion, 1988;77-92

Bezanson GS, Khakhria R y Bollegraaf E. Nosocomia outbreak caused by
antibiotic-resistant strain of Salmonella typhimurium acquired from dairy cattle. Can
Med Assoc J 1983;128:426-7.

-251-



Bibliografia

Bhatt BD, Zucherman MJ y Foland JA. Diseminated Salmonella arizona infection
associated with rattlesnake meat ingestions. Am J Gastroenterol 1989; 84:433-5.

Birren B y La E. Pulsed Field Gel Electrophoresis. A Practicd Guide. San
Diego:Academic Press, Inc., 1993.

Blackburn BO y Ellis EM. Lactose-fermenting Salmonella from dried milk products.
Appl Micro 1973; 26:672.

Boletin Epidemiologico Semanal. Tipificacion de Samonellas-1984 (I). Direccién
Genera de Salud Publica. Ministerio de Sanidad y Consumo. 1985;1694:180-1.

Boletin Epidemiolégico Semana. Tipificacion de Salmonellas, 1985 (1). Direccion
Genera de Salud Publica. Ministerio de Sanidad y Consumo. 1986;1752:239-40.

Boletin Epidemioldgico Semanal. Tipificacion de Samonellas. 1985 (y II).
Direccion General de Saud Plblica. Ministerio de Sanidad y Consumo.
1986;1753:247-8.

Boletin Epidemiol6gico Semanal. Estudio de las cepas de Salmonella recibidas en €
Laboratorio de Referencia a servicio de bacteriologia del C.N.M.V.11.S. durante el
ano 1992. Ingtituto de Salud Carlos I1l. Ministerio de Sanidad y Consumo. 1993;
1(8):145-68.

Boletin Epidemiol6gico Semanal. Andlisis de |os serotipos de Salmonella aislados en
Espafia en el afo 1993. Instituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y
Consumo. 1994;2(9):165-72.

Boletin Epidemiolgico Semanal. Andlisis de los serotipos de Salmonella sp aislados
en Espafia en e aio 1994. Ingtituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y
Consumo. 1995;3(15):165-8.

Boletin Epidemioldgico Semanal. Alimentos implicados en brotes de salmonelosis
en Espana (1991-1995). Instituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y
Consumo. 1996;4(17):137-9.

- 252 -



Bibliografia

Boletin Epidemiologico Semanal. Andlisis de los fagotipos de Salmonella serotipo
Typhimurium. Afio 1994. Instituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y
Consumo. 1996;4(2):13-6.

Boletin Epidemiolégico Semanal. Andlisis de los fagotipos de Salmonella serotipo
Typhimurium. Afio 1995. Instituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y
Consumo. 1996;4(18):145-8.
Boletin Epidemiologico Semanal. Andlisis de los serotipos de Salmonella sp aislados
en Espaia en € afo 1995. Instituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y
Consumo. 1996;4(15):121-4.

Boletin Epidemiol6gico Semanal. Andlisis de los serotipos de Salmonella sp aislados
de muestras no humanas en 1996 en Espaia. Instituto de Salud Carlos I11. Ministerio
de Sanidad y Consumo. 1996; 5(8):69-76.

Boletin Epidemiolégico Semanal. Aumento de Salmonella serotipo Hadar en Espafia
en 1996. Instituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanidad vy
Consumo.1996;4(43):365-8.

Boletin Epidemiol6gico Semanal. Andlisis de las cepas de Samonella sp aidadas de
muestras clinicas de origen humano en Espaia. Afio 1996. Ingtituto de Salud Carlos
[11. Ministerio de Sanidad y Consumo. 1997; 5(3):21-3.

Boletin Epidemiol6gico Semanal. Andlisis de las cepas de Salmonella sp aidladas de
muestras clinicas de origen humano en Espafia en e afio 1997. Ingtituto de Salud
Carlos111. Ministerio de Sanidad y Consumo. 1998; 6(13) 129-32.

Boletin Epidemiol6gico Semanal. Andlisis de las cepas de Salmonella sp aidadas de
muestras de origen no humano en Espaiia en e afio 1997. Instituto de Salud Carlos
[11. Ministerio de Sanidad y Consumo. 1998; 6(14):137-44.

Boletin Oficial del Estado N° 89. Real Decreto 851/1975, 20 de Marzo, por € que se
establece la reglamentacién de las sustancias y productos gue intervienen en la

alimentacion de los animales.

- 253 -



Bibliografia

Boletin Oficial del Estado N° 90. Real Decreto 418/1987, 20 de Febrero, sobre las

sustancias y productos que intervienen en la alimentacién de los animales.

Boletin Oficial del Estado N° 183. Real Decreto 1254/1991, 2 de Agosto. Normas
para la preparacion y conservacion de aimentos de consumo inmediato que

contengan huevo.

Bouvet P y Grimont D. Augmentation de I'incidence des infection & Salmonella

sérotypi Hadar en France. Bulletin épidémiol ogique Hebdomadaire 1996;32:139-40.

Brisabois A, Cazin | y Breuil E. Surveillance of antibiotic resistance in Salmonella.
Eurosurvillance 1997;2(3):19-20.

Brokop CD y Farmer JJ. Typing methods for Pseudomonas aeruginosa. En: Dogett
RG, editor. Clinical manifestations of infection and current therapy. New York:
Academic Press Inc., 1979:89-133.

Brown DJ, Baggesen DL, Hansen HB, Hansen HC y Bisgaard M. The
characterization of Danish isolates of Salmonella enterica serovar Enteritidis by
phage typing and plasmid profiling:1980-1990. APMIS 1994;102(3):208-14.

Bryan FL, Ayres JC y Kraft AA. Samonellae associated with further-processed
turkey products. Appl Microbiol 1968;16:1-9.

Bryan FL y Doyle MP. Health Risks and Consequences of Salmonella and
Campylobacter jgjuni in Raw Poultry. J Food Prot 1995;58:326-44.

Budd W. Typhoid fever: Its nature, mode of spreading, and prevention. London:
Longmans publishing, 1873.

Buisson Y. Toxi-infections alimentaires collectives: | enquéte épidemiologique. Ann
Gastroentérol Hépatol 1992;28 (6-7):268-73.

Burkhardt F, Schwarzach T y Steidtenl G. Salmonella bruck: A new Salmonella-
serotype (6,7:z:1,w). Zbl.Bakt.Hyg., | Abt Orig A 1981; 249:418-20.

-254 -



Bibliografia

Butler DA, Lobregat CM y Gavan TL. Reproductibility of the Analytab (APl 20E)
systems. J Clin Microbiol 1975; 2:322-6.

Buttiaux R, Beerins H y Tacquet A. Manua de techniques bacteriologiques. Paris:

Flammarion Medicine-Sciences, 1976.

Cadabg R, Pipova M y Turek P. Poultry, eggs and products of them as source of
human salmonellosis in Slovakia XXV Congress of the World Veterinary
Association (Abstracts). Septiembre 3-9, Y okohama, Japon. 1995;133.

Caffer MI y Eiguer T. Samonella enteritidis in Argentina. Int J Food Microbiol
1994;21:15-9.

Campos LC y Hofer E. Antimicrobial resistance among Samonella serovars isolated
from different sources in Brazil durin 1978-1983. Antonie Van Leeuwenhoek
1989;55(4):349-59.

Caro MR, Masilla BA y Salinas J. Salmonella: prevalencia ambiental de diferentes
serotipos en mataderos de ganado ovino. An Vet (Murcia) 1991; 6-7:31-5

Centers for Disease Control and Prevention. National nosocomia infections study
report, annual summary: 1978. 1981;40-2.

Centers for Disease Control and Prevention. Update: Salmonella enteritidis
infections in the Northeastern United States. JAMA 1987;257:2408-11.

Centers for Disease Control and Prevention. Salmonella. Surveillance, annua
summary. Atlanta, GA: US Department of Health and Human Services. Public
Hedth Service. National Center for Infectious Disease, Division of Bacterial

Diseases. Enteric Disease Branch. 1991.

Centers for Disease Control and Prevention. Outbreak of Salmonella enteritidis
infection associited with consumption of raw shell eggs. Morbidity and Mortality
Weekly Report (MMWR)1992; 267:3263-64.

- 255 -



Bibliografia

Centers for Disease Control and Prevention. Multistate outbreak of Salmonella poona
infections-United States and Canada. Morbidity and Mortality Weekly Report
(MMWR)1991;40:549-52.

Chaker RB, Blaser MJ. A review of human salmonellosis. Ill. Magnitud of
Salmondlla infection in the United States. Rev Infect Dis 1988;10:111-24.

Cherubin CE. Antibiotic resistance of Salmonella in Europe and the United States.
Rev Infect Dis 1981;3(6):1105-26.

Cherubin CE. Susceptibility testing, antimicrobial resistance and clinical response in
Salmonella infecctions. Infect Dis Newsl 1990;9:1-4.

Chrichton PB y OId DC. Differentiation of Escherichia coli: multiple typing
approach. J Clin Microbiol 1980;11:635-40.

Christensen GD, Parisi JT, Bisno AL, Simpson WA y Beachey EH. Characterization
of clinically significant strains of coagulase-negative staphylococci. J Clin Microbiol
1983;18:258-69.

Chu G. Pulsed field electrophoresis in contour-calmped homogeneous electric fields
for the resolution of DNA by size or topology. Electrophoresis 1989;10(5-6):290-5.

Cohen ML y Tauxe R. Drug-resistance Salmonella in the United States. An
epidemiologic perspective. Science 1986; 234:964-9.

Callins CH y Lyme P, editores. Métodos Microbiolégicos. Zaragoza: Editorial
AcribiaS.A., 1989:333-57.

Cowden JM, Lynch D, Joseph CA, O Mahony M, Mawer SL, Rowe B and Bartlett
CLR. Case-control study of infections wth Salmonella enteritidis phage type 4 in
England. Br Med J 1989;299:771-3.

Craigie J y Yen CH. The demonstration of types of B. Typhosus by means of
preparation of type Il Vi phage. Can J Public Health 1938;29:448-63.

- 256 -



Bibliografia

Craven PC, Mackel DC, Baine WB, Barker WH, Gangarosa EJ, Goldfield M,
Rosenfeld H , Altman R, Lachapelle G, Davies JW y Swanson RC. International
outbreak of Salmonella eastbourne infection traced to contaminated chocolate.
Lancet. 1975;1:788-93.

D’'Aoust JY.Sdmonella and the International food trade. Int J Food Microbiol
1994:24:11-31.

D’Aoust JY. Methods for the detection of foodborne Salmonella spp: A review.
South Asian J Trop Med Public Health. 1995;26(2):195-208.

D’Aoust JY, Sewel AM, Daley E 'y Greco P. Antibiotic J Food Prot 1992;55(6):428-
34.

Del Rio Mapdlli S, Marti Herrero ML y Ramos Gonzélez JR. Diagndstico biolgico
delafiebre tifoidea. Andlisis clinicos 1980;20:217-22.

Direccion General de Salud Publica. Servicio Canario de Salud. Programa de Control

de Brotes Epidémicos de Origen Hidrico y Alimentario. 1998.

Directiva de la Comision 85/429/CEE por la que se modifican los Anexos de la
Directiva 79/524/CEE del Consgjo relativa a los aditivos en la aimentacion animal.
DOCE, 11-07-85.

Directiva de la Comisién 97/6/CEE por la que se modifica la Directiva 79/524/CEE
del Consgjo relativa a los aditivos en la aimentacion animal. DOCE, 05-02-97.

Directiva del Consgjo 70/524/CEE sobre los aditivos en la aimentacion animal.
DOCE, 14-12-1970.

Dorn CR, Silapanuntakul R, Angrick EJ y Shipman LD. Plasmid analysis of
Salmonella enteritidis isolated from human gastroenteritis cases and from
epidemiologically associated poultry flocks. Epidemiol Infect 1993;111(2):239-43.

- 257 -



Bibliografia

Doyle ME, Steinhart CE y Cochrane BA, editores. Food Safety. Food Researh
Institute. University of Wisconsin-Madison. New York: Marcel Dekker, Inc.,
1994:373-93.

Echeita MA y Usera MA. Prevalence of Salmonella serotypes isolated in Spain from
human and non human sources (1983-1987). Microbiologia SEM 1989;5:95-103.

Echeita MA, Diez R y Usera MA. Distribucion de los serotipos de Salmonella spp.
aisados en Espaia durante un periodo de 4 afos (1993-1996). Enferm Infecc
Microbiol 1999;17:9-14.

Eded W y Kampelmacher EH. Comparative studies on Salmonella isolation in
European laboratories. Bull W.H.O. 1968;39:487.

Edel W y Kampelmacher EH. Comparative studies on the isolation of “sublethally
injured” salmonellae in nine European laboratories. Bull W.H.O. 1973;48:167.

Edelstein PH, Nakahama C, Tobin JO, Dalarco K, Beer KB, Joly JR y Selander RK.
Paeleoepidemiologic investigation of Legionaires disease at Wadsworth Veterans
Administration Hospital by using three typing methods for comparison of
Legionellae from clinica and environmental sources. J Clin  Microbiol
1986;23:1121-26.

Esteban E, Snipes K, Hird D, Kasten R y Kinde H. Use of Ribotyping for
Characterization of Salmonella Serotypes. J Clin Microbiol 1993;31(2):233-7.

Fadl AA y Khan MI. Genotypic evaluation of Salmonella enteritidis isolates of
known phage types by arbitrary polymerase chain reaction. Avian Dis
1997;41(3):732-7.

Falbo V, Caprioli A, Mondello F, Cacace ML, Luzi Sy Greco D. Antimicrobial
resistance among Samonella isolates from hospitals in Rome. J Hyg (lon)
1982;88(2):275-84.

- 258 -



Bibliografia

Fakow Sy Mekalanos J. Bacilos entéricos y vibrios. En: Davis BD, Dulbecco R,
Eisen HN y Grisberg HS, editores. Tratado de Microbiologia. 4ta edicion. Barcelona:
Masson, 1996:541-66.

Fang FC y Ferer J Human infection with Salmonella dublin. Medicine
1991,70:198-207.

Fantasia M, Filetici E, Anastaso MP, Marcozzi MD, Gramenzi MP y Aurdli P.

Italian experience in Salmonella enteritidis 1978-1988: characterization of isolates
from food and man. Int J Food Microbiol 1991;12(4):353-62.

Fantasa M y Filetici E. Samonella enteritidis in Italy. Int J Food Microbiol
1994;21:7-13.

Farhoudi-Moghaddam AA, Katouli M, Jafari A, Bahavar MA, Parss M y Malekzadeh
F. Antimicrobial drug resistance and resistance factor transfer among clinical isolates
of salmonellae in Iran. Scan J Infect Dis 1990;22:197-203.

Farmer JJ. Conventional typing methods. J Hosp Infect 1988;11(Sup. A):309-14.

Farmer JJy Kelly MT. Enterobacteriacea. En: Balows A, Herrmann KL, Hauder WJ
Jr, Isenberg HD y Shadomy HJ, editores. Manal of Clinical Microbiology. Fifth
Edition. Washington: ASM Press, 1991:360-83.

Felix A y Callow BR. Typing of paratyphoid B bacilli by means of Vi bacteriophage.
Brit Med 1943;2:127.

Ferron A. Bactériologie Médicale a |’ usage des étudients en médecine. 13e. Edition.
Paris: Editios Crouan and Roques, 1989;136-143.

Finegold SM y Martin WJ, editores. Diagnéstico Microbiolégico. 6ta. Edicién.
Buenos Aires: Editorial Médica Panamericana, 1983:226-59.

Firstemberg-Eden R. Attachment of bacteria to meat surfaces: A review. J Food Prot
1981;44:602-7.

- 259 -



Bibliografia

Fisher I. Sam-Net: a network for human samonella surveillance in Europe.
Eurosurvillance 1995; 0:7-8.

Fisher IST. Salmonella enteritidis and S. typhimurium in Western Europe for 1993-
1995: a surveillance report from Salm-net. Eurosurvillance 1997; 2(1):4-6.

Fox MD. Recent trends in salmonellosis epidemiology. J Am Vet Med Assoc
1974;165:990-93.

Frazier WC y Westhoff DC, editores. Microbiologia de los Alimentos. 4ta. Edicion.
Zaragoza. Editorial Acribia S.A., 1993:556-65.

Freeman BA. Bacilos entéricos. Grupo Salmonella. En: Tratado de Microbiologia de

Burrows. 212 Edicion. Mexico: Interamericana, 1987;517-35.

Frosbisher M, Hinsdill R, Crabtreek y Goodheart C. Microbiologia. Barcelona:
Salvat Editores S.A, 1978:510-3.

Frosbisher, M y Fuerts R, editores. Microbiologia de Frobisher y Fuerts. 14a edicién.
Mexico: Interamericana, 1978:294-316.

Gabis DA y Silliker JH. ICMSF. Methods studies II. Comparison of anaytical
schemes for detection of Salmonella in high-moisture foods. Cn Microbiol
1974;20:663.

Gaan JE, Pace JH y Hayman MJ. Involvement of the epithelial growth factor
receptor in the invasion of cultured mammalian cells by Salmonella typhimurium.
Nature 1992;357:588-9.

Galetto, DW, Johnston JL y Archer GL. Molecular epidemiologic of trimethoprim
resistance among coagulase-negative staphilococci. Antimicrob agents Chemother
1987;31:1683-8.

Gargalo-Viola D. Enzyme polimorphism, prodigiosin production, and plasmid
fingerprints in clinical and naturally occuring isolates of Serratia marcenscens. J Clin
Microbiol 1989;27:860-8.

- 260 -



Bibliografia

Gast RK. Detection of Salmonella entertidis in experimentally infected laying hens
by culturing pools of eggs contents. Poult Sci 1993;72:1454-60.

Gast RK. Understanding Salmonella enteritidis in laying chickens: the contributions
of experimental infections. Int J Food Microbiol 1994;21(12):107-16.

Gast RK y Beard CW. Research to Understand and Control Salmonella enteritidis in
Chickens and Eggs. Poult Sci 1993;72:1157-63.

Gast RK y Benson ST. Intestinal colonization and organ invasion in chicks
experimentally infected with Salmonella enteritidis phage type 4 and other phage
types isolated from poultry n the United States. Avian Dis 1996; 40(4):853-7.

Gersema LM y Helling DK. The use of subtherapeuthic antibiotics in animal feed
and its implications on human health. Drug ntell Cln Pharm 1986;20(3):214-8.

Gill CO y Penney N. Penetration of bacteria into meat. Appl Environ Microbiol
1977;33(6):1284-6.

Gill CO, Penney N y Nottingham PM. Tissue sterility in unviscerated carcasses.
Appl Environ Microbiol 1978;36(2):356-9.

Glynn MK, Bopp C, Dewitt W, Dabney P, Mokhtar M, Angulo FJ. Emergence of
multidrug-resistant Salmonella enterica serotype typhimurium DT 104 infections in
the United States. N Engl J Med 1998;338(19):1333-8.

Goldman DA y Macone AB. A microbiologic approach to the investigation of
bacterial nosocomial infection outbreaks. Infect Control 1980;1:391-400.

Gomez Lus, R. Género Sdmonella. En: Matilla vV, Pumarola A, Gomez Lus R, Del
Rey Caero J, Rodriguez Torres A, Garcia Rodriguez JA, Piedrola Angulo G y Mira
Gutierrez J, editores. Microbiologia y Parasitologia. Madrid: Amaro Ediciones,
1980:305-14.

- 261 -



Bibliografia

Gonzalez-Hevia MA, Llaneza JJ y Mendoza MC. Usefulness of molecular genetic
markers in the typing of Salmonella enterica serovar Enteritidis causing a food-borne
outbreak. Int JFood Microbiol 1994;22(2-3):97-103.

Gonzédlez-Hevia MA y Mendoza MC. Polymorphism of rRNA genes and plasmid
analysis in the typing of Salmonella enterica serovar enteritidis from a Spanish health
area. New Microbiol 1995;18(4):377-84.

Gotz M y Juchems R. Myokardtis durch Salmonella typhimurium. Klinl.Wochinschr
1983;61:1153-7.

Gouws PA, Visser M y Brozel VS. A Polymerase Chain Reaction Procedure for the
detection of Salmonella spp. within 24 hours. J Food Prot 1998;61(8):1039-42.

Gray LD. Escherichia, Salmonella, Shigella and Yersinia. En: Murray PR, Pfaller
MA, Yolken RH, Baron EJ y Tenover FC, editores. Manual of Clinical
Microbiology. Sixth edition. Washington: American Society for Microbiology,
1995:452-3.

Grimont PAD y Grimont F. Biotyping of Serratia marcenscens and its use in
epidemiological studies. J Clin Microbiol 1978;8:73-83.

Gross U, Tshape H, Bednarek | y Frosch M. Antibiotic resistance in Salmonella
enterica serotype Typhimurium. Europ J Clin Microbiol 1998;17(6):385-7.

Grottolo M y Gomarasca W. Evoluzione del genere Salmonella nella provincia di
Brescia. Serotipi isolati dal PMIP di Brescia negli anni 1974/92. Ligiene Moderna
1994;101:249-63.

Gruner E, Martinetti L, Hoop RK y Altwegg M. Molecular epidemiology of
Salmonella enteritidis. Eur J Epidemiol 1994;19(1):85-9.

Hargis BM, Cadwell R, Brewer RL, Corrier DE y Deloach JR. Evaluation of the
chicken crop as a source of Salmonella contamination for Broiler Carcasses. Poult
Sci 1995;74:1548-52.

- 262 -



Bibliografia

Hartstein Al, Vavano MA, Morthland VH, Fuchs PC y Crosa JH. Antimicrobic
susceptibility and plasmid profile anaysis as identity tests for multiple isolates of
coagul ase-negative staphilococci. J clin Microbiol 1987;25: 589-93.

Harvey RWS y Price TH. Comparison of Selenite F, Muller-Kauffmann
Tetrathionate and Rappaport's medium for Salmonella isolation from chicken giblets
after pre-enrichment in Buffered Peptone Water. J Hyg Camb 1981;87:219-24.

Hawkey PM. Molecular methods for the investigation of bacterial cross-infection. J
Hosp Infect 1987;9: 211-8.

Hébert GA, Cooksey RC, Clark NC, Hill BC, Jarvis WR y Thornsberry. Biotyping
coagul ase-negative staphiloccoci. J Clin Microbiol 1988; 26: 1950-6.

Hedberg CW, White KE, Jhonson JA et a. An outbreak of Salmonella enteritidis
infection in a fast-food restaurant: Implications for foodhandler-associated
transmission. J Infect Dis 1991;164:1135-40.

Herffernan HM. Antibiotic resistance among Salmonella from human and other
sources in New Zealand. Epidemiol Infect 1991;106:17-23.

Hernandez T, Arias A, Alvarez-Rodriguez C, Arévalo MP, Lecuona M y Sierra A.
Frequence of Salmonellain chicken thighs. J Food Safety 1999 (En prensa).

Hickman-Brenner FW, Stubbs AD y Farmer JJ. Phage Typing of Salmonella
enteritidis in the United States. J Clin Microbiol 1991;29(12):2817-23.

Hoben DA, Ashton DH y Peterson AC. Some observations on the incorporation of
Novobiocin into Hektoen Enteric Agar for improved Salmonella isolation. Appl
Microbiol 1973;76(1):126-7.

Hogue AT, White PL y Hemnover JA. Pathogen reduction and Hazard Analysis and
Critica Control Point (HACCP) systems for meat and poultry. USDA. Vet Clin
North Am Food Anim Pract 1998;14(1):151-64.

- 263 -



Bibliografia

Holmberg SD, Wachsmuth IK, Hickman-Brenner FW y Cohen ML . Comparison of
plasmid profile analysis, phage typing, and antimicrobial susceptibility testing in
characterization Salmonella typhimurium isolates from outbreaks. J Clin Microbiol
1984;19:100-4.

Holt PS. Effect of induced molting on the susceptibility of white leghorn hens to a
Salmonella enteritidis infection. Avian Dis 1993;37:412-7.

Holt PS, Mitchell BW y Gast RK. Airborne horizontal transmission of Salmonella
enteritidis in molted laying chickens. Avian Dis 1998;42(1):45-52.

Hopper SA y Mawer S. Salmonella enteritidis in a commercial layer flock. Vet Rec
1988;123:351.

Hornick RB. Fiebre tifoidea. En: Tratado de Enfermedades Infecciosas de Hoeprich.
Barcelona: Salvat Editores, 1982:557-67.

Humphrey TJ. Salmonella, Campylobacter and Poultry: possible control measures. B
Hyg Trop Dis 1989;64(7):32-9.

Humphrey TJ. Contamination of egg shell and contents with Salmonella enteritidis: a
review. Int J Food Microbiol 1994;21(1-2):31-40.

Humphrey TJ, Baskerville A, Mawer S, Rowe B y Hopper S. S enteritidis phage
type 4 from the contents of intact eggs.a study involving naturally infected hens.
Epidemiol Infect 1989;103:415-23.

Hunter PR y Gaston MA. Numerical index of the discriminatory ability of typing
systems. an application of Simpson’s index of diversity. J Clin Microbiol
1988;26:2465-66.

International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) of
the International Association of Microbiological Societies. Salmonelas. En:
Microorganismos de los Alimentos 1. Técnicas de andlisis microbiol 6gico. Zaragoza:
Editorial AcribiaS.A.; 1983:163-75.

- 264 -



Bibliografia

Irino K, Fernandes SA, Tavechio AT, Neves BC y Dias AM. Progression of
Salmonella enteritidis phage type 4 strains in Sao Paulo State, Brazil. Rev Inst Med
Trop Sao Paulo 1996;38(3):193-6.

James WO, Prucha JC, Brewer RL, Williams WO Jr, Christensen WA, Thaler AM y
Hogue AT. Effects of countercurrent scalding and postscald spray on the
bacteriologic profile of raw chicken carcassess. J Am Vet Med Assoc
1992;201(5):705-8.

Jarvis B. A philosophical approach to rapid methods for industrial food control. En:
Habermehl KO, editor. Rapid methods and Automation in Microbiology and
Immunology. New Y ork: Editorial Springer-Verlag, 1984:593.

Jenner W. On the identity or non-identity of typhoid and typhous fevers. London: C
& JAdlard, 1850.

Joklik WK, Willet HP y Amos DB, editores. Microbiologia de Zinsser. 18va
Edicion. Buenos Aires; Editorial M édica Panamericana, 1986:708-17.

Jones RN. The antimicrobial susceptibility test: rapid and overnigth, agar and broth,
automated and conventional, interpretation and trend analysis. En: Lorian A, editor.
Significance of medical microbiology in the care of patients, 2nd ed. Baltimore: The
Williams and Wilkins Co., 1982.

Katouli M, Seuffer RH, Wollin R, Kuhn | y Mollby R. Variations in biochemical
phenotypes and phage types of Salmonella enteritidis in Germany 1980-92.
Epidemiol Infect 1993;111(2):199-207.

Khakhria R, Duck D y Lior H. Distribution of Salmonella enteritidis phage types in
Canada, 1983-92. Epidemiol Infect 1991;106(1):25-32.

Khakhria R, Woodward D, Jhonson WM y Poppe C. Salmonella isolated from

humans, animals and other sources in Canada, 1983-92. Epidemiol Infect
1997;119(1):15-23

- 265 -



Bibliografia

Kelterborn E. On the frequency of occurrence of Salmonella species. An analysis of
1.5 million strains of salmonellae isolated in 109 countries during the period 1934-
1975. Zbl Bakteriol Hyg | Abt Orig A 1979;243:289-307.

Kohbata S, Takahashi M y Yabuchi E. Lactose-fermenting, multiple drug-resistant
Salmonella typhi strains isolated from a patien with postoperative typhoid fever. J
Clin Microbiol 1983;18(49):920-5.

Lagatolla C, Dolzani L, Tonin E, Lavenia A, Di Michele M, Tommasini T y Monti-
Bragadin C. PCR Ribotyping for Characterizing salmonella Isolates of Different
Serotypes. J Clin Microbiol 1996;34(1):2440-3.

Lahellec C y Colin P. Influence of processing on Salmonella contamination of
poultry; possibilities of improvements. En: Snoyenbos GN, editor. Proceedings of the
International Symposium on Salmonella. New Orleans, LA. 1984.

Lahellellec C, Calin P, Bennglean G, Paquin J, Guillerm A y Debois JC. Influence of
resident Salmonella on contamination of broiler flocks. Poult Sci 1986;65(11):2034-
9.

Landeras E, Gonzalez-Hevia MA, Alzugaray R y Mendoza MC. Epidemiological
Differentiation of Pathogenic Strains of Salmonella enteritidis by Ribotyping. J Clin
Microbiol 1996;34(9):2294-6.

Lee LA, Puhr ND, Maloney EK, Bean NH y Tauxe RV. Increase in antimicrobial-
resistant Salmonella infections in the United States, 1989-1990. J Infect Dis
1994;170(1):128-34.

Lee R, Peppe Jy George H. Pulse-Field Gel electrophoresis of Genomic Digests
Demonstrates Linkages among Food, Food Handlers, and Patrons in a Food-Borne
Salmonella javiana Outbreak in Massachusetts. J Clin Microbiol 1998;36(1):284-5.

Le Minor L. Salmonella. En: Le Minor L y Véron M, editores. Bactériologie

médicale. Paris; Flammarion médecine sciences, 1982:259-76.

- 266 -



Bibliografia

Le Minor L Chamoiseau G, Barbe E, Charlie Ch y Egron L. Dix nouveaux serotypes
de Salmonellaisoles au Tchad. Ann Institut Pasteur 1969;116:775-80.

Le Minor L y Bockemuhl J. Suplement XXIII (1979): au schema de Kauffmann-
White. Ann Microbiol (Inst. Pasteur) 1980;131B:185-90.

Le Minor L y Bockemuhl J. Suplement XXIV (1980) au schema de Kauffmann-
White. Ann Microbiol (Inst. Pasteur) 1981;132A:85-9.

Le Minor L y Bockemuhl J. Suplement XXVI1 (1982) au schema de Kauffmann-
White. Ann.Microbiol (Inst.Pasteur) 1983;134B:323-8.

Le Minor L; Bockemuhl J; Aleksc Sy Popoff M. Guidelines for the preparation of
Samonella antisera. 4th revison. WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Salmonella. Institut Pasteur Paris. 1983.

Le Minor L, Bockemuhl J y Rowe B. Suplement XXV (1981) au schema de
Kauffmann-White. Ann Microbiol (Inst. Pasteur) 1983;134A:107-10.

Le Minor L, Coynault C y Pessoa G. Determinisme plasmidique du caractere
atypique (lactose positif) de souches de S. typhimurium et S. oraniemburg isolees au
Bresil lors d’ epidemies de 1971-1973. Ann Micobiol (Inst. Pasteur) 1974;125A:261-
85.

Le Minor L, Le Minor S, Doutre M, Sansonnins R, Papa F, Lhuillier M, Meyran M,
Le Priol, Beaud R, Laurint B, Dinnlis D y Miras |. Neuf nouveaux serotypes de
Salmonellaisoles in Afrique et aux Antilles. Bull Soc Path Exot 1981;74(2):149-54.

Le Minor L, Veron M y Popoff M. Proposition pour une nomenclature des
Salmonella. Ann Microbiol (Inst. Pasteur) 1982a;133B:245-54.

Le Minor L, Veron M y Popoff M. Taxonomie des Salmonella. Ann Microbiol (Inst.
Pasteur) 1982b;133B:223-43.

Le Minor, L. Samonella. En: Daguet GL. Técnicas en Bacteriologia. 1. Aerobios.
Barcelona: Ed. Jims, 1977:241-59.

- 267 -



Bibliografia

Le Minor, L. Salmonella. En: Krieg NR y Holt JG, editores. Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology. London: Williamsy Wilkins, 1984;1: 427-58.

Lhuillier M y Zeller H. 26 serotypes de Samonelles nouveaux pour Madagascar
isoles de differentes especes animales. Arch Inst Pasteur Madagascar 1977;46: 61-
72.

Liebisch B y Schwartz S. Molecular typing of Salmonella enterica subsp. Enterica
serovar Enteritidis isolates. J Med Microbiol 1996;44(1):52-9.

Lillar HS, Blankenship LC, Dickens JA, Craven SE y Shackleford AD. Effect of
acetic acid on the microbiological quality of scalded picked and unpicked broiler
carcasses. J Food Prot 1987;50:112-4.

Lindberg AA y Le Minor L. Serology of Salmonella. En: Began T, editor. Méthods
in Microbiology. London: Academic Press, 1984;15(1):1-43.

Lior H y Khakhria R. Canada’'s most common Salmonella serotypes and Salmonella
enteritidis phagetypes (1990-91). Safety Watch 1992;27:3.

Lister SA. Salmonella enteritidis infection in broilers and broiler breeders. Vet Rec
1988;123:350.

Lopez—Brea M, Meseguer MA y Baguero M. Frecuencia de aidamiento en
coprocultivo y hemocultivo de las distintas especies del género Salmonella. Madrid:
Revista de Sanidad e Higiene Publica, 1980.

Lorian V. Samonella susceptibility patterns in hospitals from 1975 through 1984. J
Clin Micrabiol 1986;23:826-7.

Louis PCA. Recherches anatomiques, pathologiques et therapeutique sur la maladie
connue sous les noms de gastroenterite, fievre putride, adynamiques, ataxique,
typhoide, comparee avec les maladies aiglies les plus ordinaires. Paris: J-B Balliere,
1829.

- 268 -



Bibliografia

Luque A, Morifiigo MA, Rodriguez-Avial, Picazo JJ y Borrego JJ. Resistencias a
antimicrobianos y presencia de pléasmidose en cepas de Samonella aisladas de
diferentes origenes. Enferm Infecc Microbiol Clin 1994,12:187-92

MacDonad KL, Cohen ML, Hargrett-Bean NT, Wells JG, Puhr ND, Collin SF y
Blake PA. Changes in antimicrobia resistance of Salmonella isolated from humans
in the United States. JAMA 1987;258(11):1496-9.

Machida K y Shigiyama Y. Antibiotic susceptibities of human salmonella isolants
from 1975 to 1986. Jiketai Med J 1988;35:151-8.

McGarr C, Mitchell WR, Carlson HC y Fish NA. Antimicrobial susceptibility of
Salmonella isolates from broiler chicken industry in Ontario. Can J Comp Med
1977;41(1):107-11.

Manso R, Pérez ML, Delgado MJ, Gonzalez D, Fernandez-Cuesta D, Ledn MP y
Moreno E. Estudio bacteriolégico de canales de pollo refrigeradas. Alimentaria
1987;11:11-3.

Manua BAXTER. Pandes Gram negativos deshidratados manual de utilizacion.
Deerfield: Baxter Diagnostic, Inc., 1992.

Manual DIFCO. Detroit: Difco Laboratories Inc., 1994.
Manual OXOID. Hampshire: Oxoid Limited, 1991

Martin SM, Hardgrett-Bean N y Tauxe RV. An Atlas of Salmonella in the United
States: Serotype-specific surveillance 1968-1986. Atlanta, GA: US Departament of
Health and Human Services. Public Health Service. Centers for Disease Control.
1987.

Maden LGC. A new medium for differenciation of urease producers
microorganisms. Br Med J 1956;2:545-6.

Masow JN, Slutsky AM y Arbeit RD. The application of pulsed field
efectrophoresis to molecular epidemiology. En: Persing DH, Smith TF, Tenover FC

- 269 -



Bibliografia

y White TJ, editores. Diagnostic Molecular Microbiology: Principles and
Applications. Washington: American Society of Microbiology, 1993.

Matushek M, Bonten MIM y Hayden MK. Rapid preparation of Bacterial DNA for
Pulsed-Field Gel Electrophoresis. J Clin Microbiol 1996;34(10):2598-600.

Mayer, LW. Use of plasmid profiles in epidemiologic surveillance of disease
outbreaks and in tracing the transmission of antibiotic resistance. Clin Microbiol
1988;31:390-4.

McConnell CG, Kauffmann AF y Gangarosa EJ. Epidemiology of an Internationa
outbreak of Salmonella agona. Lancet 1973;2: 490-3.

Mcllroy SG, McCracken RM, Neill SD y O'Brien. Control, prevention and
erradication of Salmonella enteritidis infection in broiler breeder flocks. Vet Rec
1989;125:545-8.

McMeekin TA y Thomas CJ. Retention of bacteria on chicken skin after immersion
in bacteria suspensions. J Appl Bacteriol 1978;45: 383-7.

Meitert T y Meitert E. Usefulness, applications, and limitations of epidemiological
typing methods to elucidate nosocomial infections and the spread of communicable
diseases. En: Bergan T y Norris JR, editores. Methods in Microbiology. Londres:
Academic Press Inc., 1978.

Mekalanos JJ. Enveronmental signals controlling expression of virulence
determinants in bacteria. J Bacteriol 1992;174:1-7.

Mengert U y Fehlhaber K. Effect of premortal stress on the endogenous microbial
contamination of broiler caracasses. Berl Munch Terarztl Wochenschr
1996;109(1):28-31.

Mickelsen PA, Plorde JJ, Gordon KP, Hargiss C, McClare J, Schoenknecct FD,
Condie F, Tenover FC y Tompkins LS. Inestability of antibiotic resistance in a strain
of Staphyloccocus epidermidis isolated from an outbreak of prosthetic valce
endocarditis. J Infect Dis 1985;152: 50-8.

- 270 -



Bibliografia

Miller SI, Hohmann EL y Pegues DA. Salmonella (including Salmonella typhi). En:
Mandell GL, Bennett JE y Dalin R, editores. Principles and Practice of Infections
Diseases. Fourth edition. New Y ork: Churchill Livingstone, 1995:2013-33.

Mishu B, Griffin PM, Tauxe RV, Cameron DN, Hutcheson RH y Schaffner W.

Salmonella enteritidis gastroenteritidis transmited by intact chiken eggs. Ann Intern
Med 1991;115(3):190-4.

Miyamoto T, Tian HZ, Okabe T, Trevanich S, Asoh K, Tomoda S, Honjoh Kl y
Hatano S. Application of Random Amplified Polymorphic Dna Anaysis for
Detection of Salmonella spp. in foods. J Food Prot 1998;61(7):785-91.

Morris GK , McMurray BL, Galton MM y Wells JC. A study of the dissemination of
salmonellosis in a commercia broiler chicken operation. Am J Vet Res 1961;30:
1413-21.

Morris JG, Dwyer DM, Hoge CH W, Stubbs AD, Tilghman D, Groves C, Israel E 'y
Libonati JP. Changing clonal patterns of Salmonella enteritidis in Maryland:
Evauation of strains isolated between 1985 and 1990). J Clin Microbiol
1992;30(5):1301-3.

Mossel DAA y Moreno Garcia B. Enfermedades de origen microbiano transmitidas
por alimentos. Editorial AcribiaS.A. Zaragoza. 1985:11-4.

Moustardier G. Bacteriologie Medicale. Paris. Librairie Maoinle S.A. Editeur,
1976;698-722.

Mulder RWAW. Safe poultry meat production in the next century. Acta Vet Hung
1997;45(3):307-15.

Mulder RWAW, Dorresteijn LWJ, Hofmans GJP, Veerkamp CH. Experiments with
continuous immersion chilling of broiler carcasses according to the code of practice.
JFood Sci 1976;41:438-42.

Mulder RWAW, Dorresteijn LWJ, Van Der Broek J. Cross-contamination during the
scalding and plucking of broilers. British Poult Sci 1978;19:61-70.

-271-



Bibliografia

Mufoz P, Diaz MD, Rodriguez-Créixems M, Cercenado E, Peldez T y Bouza E.
Antimicrobia resistance of Salmonella isolates in a Spanish hospital. Antimicrob
Agents Chemother 1993;37(5):1200-2.

Murase T, Nakamura A, Matushima A y Yamai S. An Epidemiologica study of
Salmonella enteritidis by pulsed field gel electrophoresis (PFGE): several PFGE
patterns observed in isolates from a food poisoning outbreak. Microbiol Immunal
1996;40(11):873-5.

Murray PR. Standardization of the Analytab Enteric (APl 20E) Systems to increase
accuracy and reproductibility of the test for biotype characterization of bacteria. J
Clin Microbiol 1978;8:46-9.

Murray PR, Pfaler MA, Kobayashi GS y Rosenthal KS. Enterobacteriacea. En:
Microbiologia Médica. 2da. Edicion. Madrid: Hartcourt Brace, 1997:227-40.

Nair US, Saeed AM, Muriana PM, Kreise RA, Barrett B, Sinclair CL y Fleissner
ML. Plasmid profile and resistance to antimicrobial agents among Salmonella

enteritidis isolates from human beings y poultry in the midwestern United States.
JAVME 1995;206(9):1339-44.

Nastass A y Mammina C. Epidemiology of Salmonella enterica serotype Enteritidis
infections in southern Italy dring the years 1980-1994. Res Microbiol 1996;147:393-
403.

Nastass A, Mammina C y Villafrate MR. Epidemiology of Salmonella typhimurium:
ribosomal analysis of strains from human and animal sources. Epidemiol Infect
1993;110:553-65.

National Committee for Clinica Laboratory Standards (NCCLS). Performance
standards for antimicrobial disk suceptibility test. Approved standard M2-A3.
National Committee for Clinical Laboratory Standards, Villanova, Pa. 1984.

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Standards methods

for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria which grow aerobically.

-272 -



Bibliografia

Approved standard M7-A. Nationa Committee for Clinical Laboratory Standards.
1985.

News and views. Omelettes without broken eggs? editorial].Nature 1988;336:699-
700.

North WR. Lactose pre-enchiment method for isolation of Salmonella from dried egg
albumen:ist use in a survey of commercially produced albumen. Appl Microbiol
1961;9:188.

Nottermans S y Kampelmacher EH. Heat destruction of some bacterial strains
attached to broiler skin. British Poult Sci 1975;16:351-61.

Nottermans S y Hoogenboom-Verdegaal. Existing and emerging foodborne diseases.
Int J Food Microbiol 1992;15:197-205.

O'Brien JDP. Aspects of Salmonella enteritidis control in poultry. Worlds Poult Sci J
1990;46:119-24.

O'Brien JDP. Samonella enteritidis infection in broiler chickens. Vet Rec
1988;122:214.

Oboegbulem SI, Collier PW, Sharp JCM y Reilly WJ. Epidemiological aspects of
outbreaks of food-borne salmonellosis in Scotland between 1980 and 1989. Rev Sci
Tech Off Int Epiz 1993;12(3):957-67.

Olsen JE, Brown DJ, Skov MN y Christensen JP. Bacteria typing methods suitable
for epidemiological analysis. Applications in investigations of salmonellosis among
livestock. Vet Quart 1993;5(4):125-34.

Oosterom J. Epidemiology of Campylobacter jegjuni. Utrect: Drukkerij Elinkwijk,
1985.

Organizacion Mundia de la Salud (OMS). Serie de Informes Técnicos 1978:624.

- 273-



Bibliografia

Organizacion Mundia de la Salud (OMS). Outbreak of quinolone-resistant,
multiresistant Salmonella typhimurium DT104, Denmark. Weekly Epidemiol Rec
1998;42:327-8.

Pace JH, Hayman MJy Galan JE. Signal transduction and invasion of epithelial cells
by Salmonellatyphimurium. Cell 1993;72:505-14.

Padron M. Salmonella typhimurium penetration through the egg-shell of hatching
eggs. Avian Dis 1990;34:463-5.

Papadakis JA, Trichopoulos D, Papaiconomou N, Karalis D y Vassiliadis P. Un
nouveau serotype de Salmonella du Sous-ginre Il isole in Grece: Samonella
3,10:z:1,5. Bull Soc Path Exot 1975;68:151-2.

Paris JT. Coagulase-negative staphiloccoci and the epidemiological typing of
Staphylococcus epidermidis. Microbiol Rev 1985;49:126-39.

Paris JT y Hecht DW. Plasmid profiles in epidemiologic studies of infections by
Staphylococcus epidermidis. J Infect Dis 1980;141:637-43.

Pascua Anderson MR. Microbiologia aimentaria. Metodologia analitica para
alimentos y bebidas. Madrid: Ediciones Diaz de Santos, 1992:37-50.

Patterson JT. Airborne microorganisms in poultry processing plants. Br Poultry Sci
1973;14:161-5.

Pedro-Pons A, Farreras Vainti P, Foz Tinla A, Suros Forns J, Surinyach Oller Ry
Frouchman Rager R. Tratado de Patologia y Clinicas Médicas. Tomo VI. Barcelona:
Salvat Editores, SA., 1975: 244-95,

Perea E. Enfermedades Infecciosas. Patogénesis y Diagndstico. Barcelona: Salvat
Editores, S.A., 1983:682-703.

Pérez de Ledtn A, Pérez C, Ferrer D, Jordan M y Gobernado M. Salmonella:
resistencias frente a 3 antibiéticos de eleccion. Enferm Infecc Microbiol Clin
1990;8:446-8.

- 274 -



Bibliografia

Peterson NJ (1986): Salmonella toxins. Pharmacology of bacterial toxins. New Y ork.
Pergamon Press, 1986:227-234.

Pfaller MA. Typing methods for Epidemiology Investigation. En: Ballows A,
Hausler WJ Jr., Shadomy HJ, Herrmann KL e Isemberg HD, editores. Manua of
Clinical Microbiology. Washington: ASM Press, 1991:171-82.

Pffeifer R y Kale W. Experimentelle untersuchunger zur Frage der Schitzimphung
des Menshen geger typhus addominalis. Dtsch Med Wochenschr 1896;22:735.

Plummer RAS, Blissett Sy Dodd CER. Salmonella contamination of Retail Chicken
Products Sold in the UK. J Food Prot 1995;58(8):843-6.

Podzorski R y Persing DH. Molecular detection and identificacion of
microorganisms. En: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC y Yolken RH,
editores. Manual of Clinical Microbiology. Sixth edition. Washington: ASM Press,
1995:130-7.

Pohl P, Lintermans P, Schlicker C, Chasseur MI, Ghysels G y Rowe B
Epidemiologie des souches de Salmonella typhimurium biotype 6 isolees in Belgique
de 1969 a 1982. Ann Microbiol (Inst. Pasteur) 1983;134A:319-28.

Pohl P, Lintermans P, Schlicker C, Ghysels G y Chasser-Libotte ML. Salmonella des
animaux, des viandes et de farinles, isolees in Belgique au cours de 1983 serotypes,
biotypes et resistance. Ann Med Vet 1984; 128:211-9.

Poole L y Borchers M. Some common basic programs. Berkeley, California, Adam
Osborne & associates, Inc. 1977.

Poppe C. Salmonella enteritidis in Canada. Int J Food Microbol 1994;21:1-5.

Poppe C, Irwin RJ, Forsberg CM, Clarke RC y Oggel J. The prevaence of
Salmonella enteritidis and other Salmonella spp. among Canadian registered
commercia layer flocks. Epidemiol Infect 1991;106(2):259-70.

- 275 -



Bibliografia

Poppe C, McFadden KA, Brouwer AM y Demezuk W. Characterization of
Salmonella enteritidis strains.Can J Vet Rev 1993;57(3):176-84.

Poppe C, McFadden KA y Demezuk W. Drug resistance, plasmiss, biotypes and
susceptibility to bacteriophages of Salmonella isolated from poultry in Canada. Int J
Food Microbiology 1996;30:325-44.

Powell NG, Threlfall EJ, Chart H y Schofield SL. Correlation of change in phage
type with pulsed field profile and 16S rrn profile in Salmonella enteritidis phage
types 4, 7 and 9 a. Epidemiol Infect 1995;114:403-11.

Pozo Lora R. Microbiologia de los productos céarnicos. Ponencia en € Curso de
Microbiologia de los Alimentos. Colegio Oficial de Veterinarios de Navarra
Pamplona. 1984.

Pumarola A. Samonella. En: Pumarola A, Rodriguez-Torres A, Garcia Rodriguez
JA y Piedrola Angulo G, editores. Microbiologia y Parasitologia Médica. Barcelona:
Salvat Editores, S.A., 1984;37:405-13.

Puohiniemi R, Heiskanen T y Siitonen A. Molecular epidemiology of two
international sprout-borne Salmonella outbreaks. J Clin Microbiol 1997;35(10):2487-
91.

Ramos M, Alés JM, Cuenca-Estrella M,Fernandez-Roblas R y Soriano F. Changes
in susceptibility of Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, and Salmonella
virchow to six antimicrobial agents in a Spanish hospital, 1980-1994. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 1996;15(1):85-8.

Ramos JM, Cuenca-Estrella M, Alés IM y Soriano F. Perfil epidemioldgico de la
salmonelosis no tifoidea en un hospital del érea urbana de Madrd. Enferm Infecc
Microbiol 1996;14:345-51.

Rappaport F, Konkori N y Navon B. A new enrichment medium for certain
Salmonellae. J Clin Path 1956;9:261-6.

- 276 -



Bibliografia

Ravenholt O, Schmutz CA, Empey LC, Maxson DJ, Klouse PL y Bryant AJ.
Salmonellosis associated with thanksgiving dinner Nevada. Morbidity and Mortality
Weekly Report (MMWR) 1996;45(46):1026-27.

Reeve ECR y Brathwaite JA. Lac+ plasmids are responsible for the strong lactose-
positive phenotype found in many strains of Klebsiella species. Genet Res
1973;22:329-33.

Reeves P. Bacteriocins. Bacteriol Rev 1965;29:25-45.
Reglamento 2821/98/CE del Consgjo de la Union Europea. DOCE, 29-12-98.

Restaino L y Komatsu KK. Determination of effetivenes of Novobiocin added to two
agar plating media for the isolation of Salmonella from various fresh meat products.
JFood Saf 1982;3:183-92.

Restaino L, Komatsu KK y Syracuse MJ. A note on Novobiocin in XLD and HE
agars. the optimun levels required in two commercial sources of media to improve
isolation of Salmonella. J Appl Bacteriol 1982;53:285-8.

Rivera MJ, Rivera N, Castillo J, Rubio MC y Gdémez-Lus R. Molecular and
Epidemiologica Study of Samonella Clinica Isolates. J Clin Microbiol
1991;29(5):927-32.

Roberts D. Salmonellain chilled and frozen chicken. Lancet 1991;337(8747):984-5.

Rodrigue DC, Cameron DN, Puhr ND, Brenner FW, St Louis ME, Wachsmuth y
Tauxe RV. Comparison of Plasmid Profiles, Phage Types, and Antimicrobial
resistance Patterns of Salmonella enteritidis in the United States. J Clin Microbiol
1992;30:854-7.

Rodrigue DC, Tauxe RV y Rowe B. Internationa increase in Salmonella enteritidis:
anew pandemic?. Epidemiol Infect 1990;105(1):21-7.

Rosner BA. Fundamentals of biostatistic. Boston:Duxbury Press. 1982.

- 277 -



Bibliografia

Rowe B. Samonella hadar. England and Wales. Morbidity and Mortality Weekly
Report (MMWR) 1980;29:506-8.

Saitanu K, Koowatananukul C, Jerngklinchan J y Sasipreeygjan J. Detection of
Samonella in hen eggs in Thailand. Southeast Asian J Trop Public Health
1994;25(2):324-7.

Saka T y Chalermchaikit G. The magor sources of Salmonella enteritidis in
Thailand. Int J Food Microbiol 1996;31:173-80.

Samonella hadar associated with pet ducklings-Conneticut, Maryland and
Pennsylvania [editorial]. JAMA 1992;267:2011.

Sanderson KE y Roth JR. Linkage map of Salmonella typhimurium. Edition VII.
Microbiol Rev 1988;52:485-532.

Schaberg DR, Rubens CE, Alford RH, Farmer WE, Schaffner W y McGee ZA.
Evolution of antimicrobial resistance in nosocomia infection-lessons from the
Vanderbilt experience. Am JMed 1981;70:445-8.

Schartenberg-Samman H. Salmonellen und ihr Resistenzverhaten gegentber
neueren und &lteren chemotherapeutischen Substazen. Dissertation. Frankfurt,

Germany.

Schoeni JL, Glass KA, McDermott JL y Wong ACL. Growth and penetration of
Salmonella enteritidis, Salmonella heidelberg and Salmonella typhimrium in eggs.
Int J Food Microbiol 1995;24:385-96.

Schutze GE, Hick EL, Pope SK, Lofgren JP y Kirby R. Epidemiology of
Salmonellosis in Arkansas. Southern Med J 1995;88(2):195-9.

Schwartz DC y Cantor CR. Separation of yeast chromosome-sized DNASs by pul sed-
field gradient gel electrophoresis. Cell 1984;37:67-75.

Scuderi G, Fantasia M, Filetici E y Anastasio MP. Foodborne outbreaks caused by
Salmonellain Italy, 1991-4. Epidemiol Infect 1996;116(3):257:65.

- 278 -



Bibliografia

Sharma PL, Sharma KB y Prakash K. Colicin production and coexistence of Col (+)
plasmid with R-plasmid. Indian J Med Res. 1984;79:591-3.

Sharp JCM. Foodborne infections and Poultry. J Roy Soc Health 1991:35-7.

Skazaki R, Tamura K, Abe H, Ogawa Y y Miyata Y. A new Samonella serovar:
Salmonellaitami (9,12:1,z 13:1,5). Jon JMed Sci Biol 1981;34(3):179-80.

Savik Mf, Km JW y Walker JT. Reduction of Saimonella and Campylobacter on
Chicken Carcasses by changing Scalding Temperature. J Food Prot 1995;58(6):689-
91.

Smith AL. Fundamentos de Microbiologia. 8va. Edicion. Pamplona: Eunsa, SA.,
1977:450-609.

Smith CL, Kelco SRy Cantor CR. Pulsed field gel electrophoresis and the tecnology
of large DNA molecules. En: Davies K, editor. Genome analysis. a practical
approach. Oxford: IRL Press, 1988.

Snoeyenbos GH, Smyser CF y Van Rockel H. Salmonella infections of the ovary and
peritoneuum of chickens. Avian Dis 1969;13:688-70.

Spillman S y Ehrsam M. Zur epidemiologie der Salmonellen-infektionen beim
Mastgeflugel. Scheweiz Arch Tierheilkd 1983;125(7):423-31.

St Louis ME, Morse DL, Potter E, DeMeélfi TM, Guzewich JJ, Tauxe V y Blake PA.
The emergence of Grade A eggs as a magor source of Samonella enteritidis
infections. JAMA 1988;259:2103-7.

Stewart DJ. The occurrence of enteropathogenic E. coli and Salmonellae in
processed broilers. Proc First Int Congr Food Sci Technol 1965;2:485-90.

Struelens MJ. Molecular epidemiologic typing systems of bacterial pathogen: current
issues and perspectives. Mem Inst Oswaldo Cruz 1998;93(5):581-5

Struelens MJ and the members of the European Study Group on Epidemiological
Markers (ESGEM), of the European Society for Clinical Microbiology and

- 279-



Bibliografia

Infectious Diseases (ESCMID). Consensus guidelines for appropiated use and
evaluation of microbial epidemiologic typing systems. ESCMID Study Group
Report. Clin Microbiol Infect 1996;2(1):2-11.

Struelens MJ, De Gheldre Y y Deplano A. Comparative and library epidemiological
typing systems: outbreaks investigations versus surveillance systems. Infect Control
Hosp Epidemiol 1998;19(8):565-9.

Stull TL, LiPuma JJ y Edlind TD. A broad-spectrum probe for molecular
epidemiology of bacteria: ribosomal RNA. Jinfect Dis 1988;157:280-6.

Suzuki Y, Ishihara M, Matsumoto M, Arakawa S, Saito M, Ishikawa N y Y okochi T.
Molecular epidemiology of Salmonella enteritidis. An outbreak and sporadic cases
studied by means of pulsed-field gel electrophoresis. J Infect 1995;31(3):211-7.

Swaminathan B y Matar GM. Molecular Typing Methods. En: Persing DH, Smith
TF, Tenover FC y White TJ, editores. Diagnostic Molecular Microbiology.
Principles y Applications. Washington: American Society for Microbiology,
1993:26-50.

Tacket CO. Molecular epidemiology of Salmonella. Epidemiol Rev 1989;11: 99-108.

Tamura K, Kuramochi S, Sakazaki R, Yoshimura H y Satos S. A new Salmonella
serovar: Salmonellaibaragi (21:y:1,2) in Japan. JMed Sc Biol 1983;36(1):47-8.

Tanphaichitra D, Srimuang S, Chigprasittigul P, Minlday Py Christensen OE. The
combination of Puvmecillinam and Pivampicillin in the treastment of Enteric Fever
Infection 1984;12(6):381-3.

Tauxe RV, Hassan LF, Findeisen KO et al. Lack of transmission to patients. Rev
Infect Dis 1988;157:370-3.

Tavechio AT, Fernandes SA, Neves BC, Dias AM e Irino K. Changing patterns of
Salmonella serovars: increase of Salmonella enteritidis in Sao Paulo, Brazil. Rev Inst
Med Trop Sao Paulo 1996;38(5):315-22.

- 280 -



Bibliografia

Taylor DN, Wachsmuth IK, Shangkuan YH, et a. Salmonellosis associated to
marijuana. N Engl J Med 1982;306:1249-53.

Taylor DN, Wachsmuth IK, Shangkuan YH, Schmidt EV, Barrett JJ, Schrader JS,
Schradder Cs, McGee HB, Feldman RA y Brinner DJ. Salmonellosis in a day-care
center. N Engl JMed 1982;306:1249-53.

Taylor WI. Isolation of Shigella. Xilose lysine agars, new media for isolation of
enteropathogens. Am J Clin Path 1965;44:471-5.

Tenover FC. Introduction to Molecular Biology Tecniques. En: Isenberg HD, editor.
Clinical Microbiology Procedures Handbook. Vol 1. Sup.1. Washignton: American
Society for Microbiology, 1992;10.1.1-10.1.5.

Tenover FC, Arbeit RD, Goering RV, Mickelsen PA, Murray BE, Persing DH y
Swaminathan B. Interpreting Chromosomal DNA restriction Patterns Produced by
Pulsed-Field Gel electrophoresis: Criteria for bacterial Strain Typing. J Clin
Microbiol 1995;33(9):2233-9.

Tess MA, Sads M, Caffer Mi y Moguilevsky MA. Drug resistance of
Enterobacteriaceae isolated from chicken carcasses. J Food Prot 1997;60(8):1001-5.

Thomas CJ y McMeekin TA. Contamination of broiler carcass skin during
commercial processing procedures. an electron microscopy study. Appl Environ
Microbiol 1980;40:133-44.

Thomas CJ y McMeekin TA. Attachment of Samonella spp. to chicken muscle
surfaces. Appl Environ Microbiol 1981;42:130-4.

Thomas CJy McMeekin TA. Effect of water immersion on the microtopography of
the skin of chicken carcasses. J Sci Food Agr 1982;33:549-54.

Thomas CJ, McMeekin TA y Patterson JT. Prevention of microbial contamination in
the poultry processing plant. En: Smulders FJA, editor. Elimination of Patogenic
Organisms from Meat and poultry. Amsterdam: Elsevier Science Publishers, 1987.

-281-



Bibliografia

Threlfall EJ, Hal MLM y Rowe B. Lactose-fermenting Salmonellae in Britain. Fems
Microbiol Lett 1983;17:127-30.

Threlfall EJ, Hampton MD, Chart H y Rowe B. Use of plasmid profile typing for
surveillance of Salmonella enteritidis phage type 4 from humans, poultry and eggs.
Epidemiol Infect 1994;112(1):25-31.

Threlfdl EJ, Ward LR y Rowe B. Increasing incidence of resistance to trimethoprim
and ciprofloxacin in epidemic Salmonella Typhimurium DT 104 in England and
Wales. Eurosurvillance 1997;2(11)81-4.

Threlfall EJ, Rowe B y Ward LR. A comparison of multiple drug resistance in
salmonellas from humans and food animals in England and Wales, 1981 and 1990.
Epidemiol Infect 1993;111(2):189-97.

Threlfall EJ, Ward LR, Skinner JA y Rowe B. Increase in multiple antibiotic
resstance in nontyphoidal salmonellas frm humans in England and Wales: a
comparison of datafor 1994 and 1996. Microb Drug Resist 1997;3(3):263-6.

Thong KL, Ngeow YF, Altwegg M, Navaratnam Py Pang T. Molecular analysis of
Salmonella enteritidis by pulsed-field gel electrophoresis and ribotyping. J Clin
Microbiol 1995;33(5):1070:4.

Thong KL, Puthucheary S y Pang T. Outbreak of Salmonella enteritidis
Gastroenteritis. Investigation by Pulsed-Field Gel Electrophoresis. Int J Infect Dis
1998;2(3):159-63.

Tietjen M y Fung DY C. Salmonellae and Food Safety. Crit Rev Microbiol 1995;1:1-
31.

Timoney JF, Shivaprasad HL, Baker RC y Rowe B. Egg transmission after infection
of hens with Salmonella enteritidis phage type 4. Vet Rec 1989;125:600-1.

Todd E. Epidemiology of Foodnorne illness. North America. Lancet 1990;336:788-
90.

-282 -



Bibliografia

Usera MA, Cano Ry Echeita A. Andlisis de los serotipos de Salmonella sp. Aislados
en Espafia en € periodo 1988-1992. Enfer Infecc Microbiol Clin 1995;13(2):138-45.

Usera MA, Popovic T, Bopp CA y Strockbine NA. Molecular subtyping of
Salmonella enteritidis phage type 8 strains from the United States. J Clin Microbiol
1994;32(1):194-8.

Usera MA, Rodriguez A, Echeita A y Cano R. Eur J Clin Microbiol Infect Dis
1998;17(8):551-5.

Usera MA, echeita A, Aladuena A, Blanco MC, Reymundo R, Prieto MI, Tello O,
Cano R, Herrera D y Martinez-Navarro F. Eur J epidemiol 1996;12(4):377-81.

Vaillant V, Haeghebaer S, Desinclos JC, Bouvet P, Grimont F, Grimont FA y
Burnens AP. Outbreak of Salmonedlla dublin Infection in France, November-
December 1995. Eurosurvillance 1996; 2: 9-10.

Van de Giessen AW, Ament AJHA y Notermans SHW. Intervention strategies for
Salmonella enteritidis in poultry flocks. a basic approach. Int J Food Microbiol
1994,21:145-54.

Van de Giessen AW, Peters R, Berkers PA, Jansen WH y Nottermans SH.
Salmonella contamination of poultry flocks in the Netherlands. Vet Q 1991;13(1):41-
6.

Van Schothorts M y Rinaud AM. Dynamics of Salmonella isolation with modified
Rappaport’s medium (R10). J Appl Bact 1983;54:209-15.

Vassiliadis P, Paterak E, Papaiconomou N, Papadakis JA Trichopoulos D (1976).
Annales de Microbiologie (Institute Pasteur) 127 B:195-200

Vassliadis P, Trichopoulos D, Papadakis Jy Le Minor L. Un nouveau serotype de
Salmonella isole in Grece: Salmonella atina = 6,7:1:e,n,z15. Ann Microbiol (Inst.
Pasteur) 1974;125A:127.

- 283 -



Bibliografia

Velasco Martin A, Jmino Carruea A y Carrasco A. Salmonelosis: tratamiento.
Pathos 1982;31.:15.

Vicente AC y Almeida DF. Identification of multiple-resistance (R) and
colicinoginly (Col) plasmids in an epidemic Salmonella agona serotype in Rio de
Janeiro. J Hyg 1984;93(1):79-84.

Vinhas SA y Almeida DF. Plasmid-mediated antibiotic resistance and colicinoginly
among Salmonellae in Rio de Janiero, Brazil. An Acad Brasil Cienc 1984;56(3):319-
22.

Wachsmuth K. Genotypic approaches to the diagnosis of bacteria infections:

plasmid analyses and genes probes. Infect Control 1985;6:100-9.

Wagner DE y McLaughlin S. Salmonella surveillance by the Food and Drug
Administration: A review 1974-1985. J Food Prot 1986;49(9):734-8.

Waterman SH, Jaurez G y Car SJ. Sdmonella arizona infections in Latinos
associated with rattlesnake folk medicine. Am J Public Health 1990;80:286-9.

World Health Organization (WHO). Weekly Epidemiol Rec. 1998;73, 327-8.

World Headth Organization (WHO) Scientific Working Group on Monitoring and
Management of Bacterial Resistance to Antimicrobia Agents. Bacteria, vira
diseases and inmunology. Geneva:WHO,1994 WHO/CDS/BV1/95.7.

Weikel CSy Guerrant RL. Nososcomial salmonellosis. Infect Control 1985;6:218-
20.

White PL, Baker AR y James WO. Strategies to control Salmonella and
Campylobacter in raw poultry products. Rev Sci Tech 1997;16(2):525-41.

Wiesmann E. Microbiologia médica. Barcelona: Salvat Editores S.A., 1974:75-83.

Williams JE, Dillard LH y Hal GO. The penetration patterns of Samonella
typhimurium through the outer structures of chicken eggs. Avian Dis 1968;12:445-6.

- 284 -



Bibliografia

Williams JD, Moosdeen F, Teoh-Chan CH, Lim VK y Jayanetra P. Surveillance of
antibiotic resistance in South East Asia. Eur J Epidemiol;1989:207-13.

Williams RD, Rollins LD, Pocurull DW, Selwyn M y Mercer HD. Effects of feeding
chlortetracycline on the reservoir of Salmonella typhimurium in experimentally
infected swine. Antimicrob Agents Chemother 1978;14(5):710:9.

Willocks LJ, Morgan D, Sufi F, Ward LR y patrick HE. Salmonella virchow PT 26
infection in England and Wales. a case control study investigating an increase in
cases during 1994. Epidemiol Infect 1996;117(1):35-41.

Wilson |G, Wilson TS y Weatherup STC. Salmonella in retail poultry in Northern
Ireland. Commun Dis Rep 1996;6(4):64-6.

Wilson JC. A treatise on the continued fevers. New Y ork: Wood Publishing, 1888.

Wood RC, Hedberg DC y White K, editores. A multi-state outbreak of Salmonella
javiana infections associated wiith raw tomatoes (Abstract). CDC. Epidemic
Intelligence Service 40th Annual Conference. Atlanta, GA:US Department of Health
and Human Services. Public Health Service. 1991:69

Woodward TE, Smadel JE, Ley HL et a. Preliminary report on the beneficial effect
of chloromycetin in the treatment of typhoid fever. Ann Intern Med 1948;29:131-4.

Wray C, Beedell YE y Mc Laren M. A survey of antimicrobial resistance in
Salmonella isolated from animals in England and Wales during 1984-1987. Br Vet J
1991;147(4):356-69.

Wray C, McLaren IM y Beeddll YE. Bacterial resistance monitoring of Salmonellas
isolated from animals, national experience of surveillance schemes in the United
Kingdom. Vet microbiol 1993;35:313-9.

Wuthe H y Brandecker H. typing of Salmonella enteritidis (Gaertner’ s bacterium) by
means of fermentation and colicinoginly. Zbl Bakt Hyg 1983;177B:359-64.

-285-



Bibliografia

Yang R. Experimental Salmonella enteritidis phage type 4 infection and egg
transmission in Japanese quails. N Z Vet J 1992;40:117-9.

Zapatero E. Microbiologia médica. Séptima edicion. Valladolid: Sever cuesta,
1974.:257-66.

Zinder ND y Lederberg J. Genetic exchange in Salmonella. J Appl bacteriol
1952;64:679-99.

- 286 -



	Agradecimientos
	Índice
	Introducción y objetivos
	I. Revisión y antecedentes
	II. Material y métodos
	III. Resultados
	IV. Discusión
	V. Conclusiones
	VI. Bibliografía



