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Resumen
Introducción: Salmonella Typhimurium variante 5-  es un patógeno muy relacionado con animales, especialmente con palomas, que se ha asociado en muy pocos casos a infecciones esporádicas en humanos. Sin embargo, los sistemas de vigilancia epidemiológica han permitido su detección en brotes en humanos.

Objetivo: Caracterizar por técnicas fenotípicas y genotípicas los aislamientos de Salmonella Typhimurium var. 5-  asociados a un brote de Enfermedad Transmitida por Alimentos en el municipio de Paz de Rio, Boyacá, 2010.
Materiales y métodos: doce aislamientos de Salmonella spp. fueron remitidos para confirmación bioquímica, identificación del serotipo y perfil de susceptibilidad antimicrobiana. Se analizaron genotípicamente por electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) con enzimas Xbal y Blnl. Se estudiaron muestras de agua de grifos del restaurante para análisis físico-químicos y microbiológicos de coliformes y enteropatógenos.

Resultados: todos los aislamientos fueron confirmados como Salmonella spp., presentaron resistencia a tetraciclina y estreptomicina y sensibilidad a los demás antibióticos ensayados. 11/12 fueron identificados como Salmonella Typhimurium var. 5-  y mostraron el patrón de PFGE COIN10.JPX.X01.0168 con la enzima XbaI y dos aislamientos de este mismo grupo se confirmaron con la enzima BlnI obteniéndose el patrón de PFGE COIN10.JPX.A26.0002. El aislamiento restante se identificó como Salmonella Typhimurium con patrón de PFGE con la enzima Xbal COIN10.JPX.X01.0221. Las muestras de agua fueron de calidad aceptable y no presentaron coliformes totales ni enteropatógenos. 

Conclusión: se reporta por primera vez en Colombia un brote de enfermedad transmitida por alimentos asociado epidemiológicamente con aislamientos de Salmonella Typhimurium var. 5-  que estuvieron relacionados fenotípica y genéticamente.
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Abstract 

Introduction: Salmonella Typhimurium variant 5- is a pathogen closely related to animals, especially birds, which has been also associated in rare cases with sporadic infections in humans. However, epidemiological surveillance systems have enabled its detection in human outbreaks
Objective: Salmonella Typhimurium var. 5- outbreak is described from Paz de Rio, Boyacá and the isolates were characterized by phenotypic and genotypic techniques to establish their molecular relationships. 
Materials and methods: Twelve isolates of Salmonella spp. were analyzed by biochemical, serotyping and antimicrobial susceptibility tests. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) with XbaI and Blnl enzymes was used to establish their molecular relationships. Samples of tap water from the restaurant were obtained for physical-chemical and coliforms and enteric pathogens analysis.
Results: All isolates were confirmed as Salmonella spp., they were resistant to tetracycline and streptomycin and sensitive to the rest of antibiotics tested. 11 isolates were identified as Salmonella Typhimurium var. 5- and grouped in COIN10.JPX.X01.0168 pattern using the enzyme XbaI, two isolates in this group were confirmed using the enzyme BlnI with COIN10.JPX.A26.0002 pattern. One isolate was identified as Salmonella Typhimurium with COIN10.JPX.X01.0221 pattern with the enzyme XbaI. Water samples were of acceptable quality and negative for coliforms or enteric pathogens.
Conclusion: this is the first outbreak of foodborne illness associated epidemiologically with isolates of Salmonella Typhimurium var. 5 - in Colombia, which were phenotypically and genetically related.
Key words: Salmonella Typhimurium variant 5- , Serotyping, Epidemiologic Surveillance, Rice, Salmonella Infections, Foodborne Diseases.  

Introducción

La salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) más común y ampliamente distribuida en el mundo, es considera un problema de salud pública principalmente en países en vías de desarrollo. Es ocacionada por Salmonella especie enterica y generalmente contraida a través del consumo de alimentos de origen animal principalmente carne, pollo, huevos y leche, y también vegetales los cuales son contaminados con materia fecal (1).  Dependiendo del tamaño del inóculo, factores de virulencia y estado inmunológico del paciente puede ocasionar desde una infección gastrointestinal leve autolimitada hasta una infección sistémica que llega a comprometer la vida del paciente (2).  
Datos de la Organización Mundial de la Salud estiman que en los Estados Unidos de América se presentan anualmente 1,4 millones de casos de salmonelosis no tifoidea, lo que resulta en 15,000 hospitalizaciones y 580 muertes cada año (3). Según el Sistema de Vigilancia en Salud Pública-SIVIGILA (4), en Colombia se reportaron 1688 casos de salmonelosis y se determinó que Salmonella enterica fue la causa del 13% de los brotes de ETA en el 2009, por su parte, datos del Grupo de Microbiología de la Red Nacional de Laboratorios-RNL del Instituto Nacional de Salud-INS mostraron que Salmonella Typhimurium fue el segundo serovar más prevalente identificado en el 28% de los aislamientos analizados en ese mismo año (n=734) (5). 
Actualmente se conocen 2579 serovares de Salmonella caracterizados según esquema de Kauffmann-White (K-W), el  cual se basa en la detección de los antígenos del polisacárido O que determinan el serogrupo, los factores flagelares H1 y H2 y el antígeno capsular Vi que complementan la definición del serotipo (6). Salmonella Typhimurium cuya fórmula antigénica es 1,4,[5],12:i:1,2 es un patógeno de importancia zoonótica que expresa los factores antigénicos O:4 y O:5 del grupo O somático. Sin embargo, se reconoce una variante 5 negativa  (anteriormente conocida como variante Copenhagen) con fórmula antígenica 1,4,12:i:1,2 que no expresa dicho factor antigénico pero mantiene los mismos antígenos flagelares H1 y H2  (7). Aunque Salmonella Typhimurium var. 5-  fue inicialmente reportada y asociada a infecciones en palomas, también ha sido aislada de vacas, cerdos y ocasionalmente de perros y gatos (8,9). Muy pocas veces ha sido relacionada con casos esporádicos y brotes de enfermedades en humanos y otros mamíferos y se ha documentado que los aislamientos de esta variante en palomas difieren en sus características bioquímicas y susceptibilidad a fagos de aquellos encontrados en humanos y otros animales (10). 
Son pocos los reportes que se han publicado sobre la prevalencia e implicación de Salmonella Typhimurium var. 5- como agente causal de ETA en el mundo. Un estudio realizado en California por Cody y colaboradores en 1997, identificó dos brotes de Salmonella Typhimuirum, de los cuales uno de ellos fue causado por la variante 5-  debido al consumo de queso fabricado con leche cruda (11), otro brote ocasionado por esta misma variante fue registrado en el sur y oeste de Finlandia por consumo de ensalada de vegetales, donde se logró identificar a la lechuga como el alimento implicado en el brote (12), mientras que en Colombia no se ha reportado ninguna publicación de brote de ETA ocasionado por la variante 5-. Desde 1997 hasta el 2011 el programa de vigilancia por el laboratorio de patógenos causantes de Enfermedad Diarreica Aguda-EDA realizado por el Grupo de Microbiología RNL con la participación de los Laboratorios Departamentales de Salud Pública del país, ha identificado 5641 aislamientos de Salmonella enterica, de los cuales Salmonella Typhimurium es el serovar más prevalente 32,3%. Sin embargo, sólo desde el 2003 en adelante se ha logrado identificar la variante 5-  en el  5,1% de los serotipos de Salmonella enterica (5).
La técnica de PFGE es una herramienta de importancia en vigilancia epidemiológica para la detección y reconocimiento de brotes de infección, además de identificar la fuente, permite el monitoreo de la tendencia sobre el tiempo y atribuye la enfermedad humana a varios alimentos y animales (13,14). Tal vigilancia es necesaria para ayudar a prevenir los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos e incrementar la conciencia entre las autoridades de salud, productores de alimentos y consumidores (15).  Colombia participa en la Red PulseNet Latinoamérica y el Caribe desde 2004 y está certificado para la realización de la técnica de PFGE para Salmonella con la enzima Xbal.
En el presente artículo se describe por primera vez la caracterización epidemiológica, fenotípica y genotípica de un brote de ETA asociado epidemiológicamente a Salmonella Typhimurium var. 5-  en el municipio Paz de Rio de Boyacá. 

Materiales y métodos 

Descripción del brote

El 14 de marzo de 2010 en un garaje del municipio de Paz de Rio Boyacá, se distribuyó aproximadamente a 800 personas arroz atollado (arroz, pollo, salchicha, chorizo, verdura y salsa de tomate) el cual fue preparado el día anterior en un restaurante del municipio. Según el informe entregado por la Oficina de Epidemiología de la Secretaria de Salud Departamental de Boyacá, entre los días 16 y 20 de marzo de 2010, 84 personas que habían consumido arroz atollado acudieron a la Empresa Social del Estado-ESE Salud Paz de Rio por sintomas de gastroenteritis aguda, donde se les realizó evaluación clínica y por laboratorio. De los 84 pacientes valorados por clínica sólo 12 remitieron muestra de materia fecal para exámen coprológico y coprocultivo al laboratorio de la ESE Salud Paz de Rio, en donde se identificó Salmonella spp. en las muestras procesadas. Los 12 aislamientos se enviaron al Grupo de Microbiología del INS para su confirmación, serotipificación y determinación de la susceptibilidad antimicrobiana.   
Investigación de campo

Se llevó a cabo una visita al restaurante donde se preparó el arroz para realizar una inspección sanitaria en donde se solicitó el exámen de manipulación de alimentos y se tomaron muestras de agua de los grifos del restaurante, las cuales se enviaron al Laboratorio de Salud Pública-LSP de Boyacá para análisis fisico-químicos y microbiológicos para la identificación de coliformes y enteropatógenos. No se logró obtener alguna porción del arroz preparado ya que se habia consumido en su totalidad. Además, se obtuvo información de los proveedores y las condiciones en las cuales los alimentos se habian adquirido para su preparación, como también se recolectó los datos demográficos de las personas intoxicadas que incluyeron edad y sexo mediante ficha epidemiológica de Enfermedades Transmitidas por Alimentos Cód. INS 355 a cargo del técnico de saneamiento ambiental. 
Caracterización fenotípica y genotípica de aislamientos de pacientes 

Por medio de pruebas bioquímicas manuales estandarizadas y el sistema MicroScan® con panel NC55 se confirmó la identificación del género Salmonella spp. Luego, los aislamientos fueron serotipificados de acuerdo al esquema de K-W utilizando antisueros de grupo para detectar el antígeno O por aglutinación en lámina y las flagelinas por floculación en tubo (Difco) (16). La susceptibilidad antimicrobiana se determinó por el método de difusión de disco (Kirby-Bauer) a cloranfenicol (30μg), ácido nalidíxico (30μg), amoxacilina-ácido clavulánico (20/10μg), tetraciclina (30μg), aztreonam (30µg), amikacina (30µg) y estreptomicina (10µg); y por concentración mínima inhibitoria (CMI) con el equipo Autoscan-4 ROCHEM panel NC50 a ciprofloxacina (CIP), trimetroprim sulfametoxazol (SXT), ampicilina (AMP), Meropenem (Mer), cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ) de acuerdo a las recomendaciones y el criterio de interpretación establecidos por el Instituto de Estándares de Laboratorio Clínico -CLSI, 2010 (17). La subtipificación molecular se realizó por la técnica de PFGE con las enzimas de restricción XbaI y BlnI utilizando la cepa de referencia Salmonella Braenderup H9812 como control de calidad y siguiendo el protocolo estandarizado por la Red PulseNet-CDC Atlanta (14).
Resultados
Descripción del brote

84 de las 800 personas que consumieron arroz atollado presentaron enfermedad, con una tasa de ataque de 10,5%; La mayoría de los afectados n=52 (61,8%) fueron mujeres. La totalidad de afectados se ubicaron en todos los rangos de edad desde menores de 1 año hasta mayores de 65 años, siendo el rango de 15 a 44 años el que agrupó el mayor número de afectados n=41 (48,8%). Los síntomas como diarrea (100%), mialgias (100%), artralgias (100%) y fiebre (83%) fueron los  más comunes entre los pacientes atendidos, de acuerdo con la curva epidémica se pudo determinar que entre las 24 y 48 horas depués de haber consumido el alimento se presentaron más del 50% de las consultas médicas. 
Investigación de campo
El reporte técnico de saneamiento ambiental informó que tanto el restaurante como los equipos y utensilios con los cuales se prepararon los alimentos se encontraron en adecuadas condiciones para su utilización, así mismo se determinó que los manipuladores que procesaron los alimentos cumplieron con las condiciones higiénico-sanitarias y medidas de protección. Sin embargo, se logró establecer que el pollo y el arroz que fueron preparados el día anterior a su distribución, se almacenaron en condiciones inadecuadas y que el lugar (garaje) donde se repartío el arroz no fue el adecuado para tal fín. No fue posible evidenciar las condiciones de transporte, preparación y distribución de los alimentos. Las personas intóxicadas declararon no haber consumido ningún otro alimento. Las muestras de agua no presentaron coliformes totales ni enteropatógenos y de acuerdo con los análisis físico-químicos fue de calidad aceptable.

Caracterización fenotípica y genotípica de aislamientos de pacientes 

Los 12 aislamientos enviados por el LSP de Boyacá se confirmaron por métodos bioquímicos manuales y semiautomatizados como Salmonella spp. Al realizar la serotipificación se estableció que 11 eran Salmonella Typhimurium var. 5-   y el restante fue determinado como Salmonella Typhimurium. Todos presentaron el mismo patrón de susceptibilidad antimicrobiana con resistencia a tetraciclina y estreptomicina y con sensibilidad al resto de los antibióticos ensayados.
La digestión con la enzima de restricción primaria Xbal del ADN cromosómico de los 12 aislamientos del brote generó dos patrones de PFGE distintos, un patrón que agrupó  los 11 aislamientos de Salmonella Typhimurium var. 5-  como indistinguibles codificado como COIN10.JPX.X01.0168 y caracterizado por 13 bandas entre 803pb y 22pb. El otro patrón estuvo representado por un solo aislamiento de Salmonella Typhimurium codificado como COIN10.JPX.X01.0221 y generó 11 bandas entre los 980pb y 31pb.  De acuerdo con la técnica de la Red PulseNet-CDC para estudio de brotes del grupo de aislamientos indistinguible se tomaron dos aislamientos para ser analizados adicionalmente por la enzima secundaria Blnl obteniendose un patrón de 11 bandas identicas, patrón denominado COIN10.JPX.A26.0002 (Figura 1).
El análisis del dendrograma permitó establecer que los 11 de los aislamientos identificados como Salmonella Typhimurium var. 5- , fueron indistinguibles, mientras que el otro aislamiento a pesar de pertenecer al mismo género, especie y serotipo no está relacionado genéticamente con los de la variante 5- . 

Discusión 

La determinación de las caracteristicas bioquímicas, serológicas y de susceptibilidad antimicrobiana son la base para la identificación de un posible brote de infección, pero es necesario el análisis de perfíl genético de PFGE para poder asociar los aislamientos idénticos o estrechamente relacionados con la fuente de infección del brote (13). 
Aunque no se logró recuperar alguna porción del alimento implicado en el brote de ETA para su confirmación, se pudo asociar epidemiológicamente con los aislamientos de Salmonella Typhimurium var. 5-  identificados en las personas afectadas, ya que se tuvo en cuenta la información sobre la ocurrencia del evento en el mismo tiempo, lugar y personas implicadas. Sin embargo, no se logró establecer el mecanismo por el cual se contaminaron los alimentos asociados con el brote.
De acuerdo con los datos de la vigilancia epidemiológica de los serotipos de Salmonella, la prevalencia de Salmonella Typhimurium variante 5-  en Colombia entre 2003 a 2009 fue de 5,4% (datos no publicados de la Vigilancia por Laboratorio de Aislamientos Causantes de Enfermedad Diarreica Aguda-EDA), porcentaje que es mayor al 2,5% que reportó el Centro para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC) en ese mismo periodo de tiempo (7). Sin embargo, cabe aclarar que no se tomaron los años anteriores a 2003 de la vigilancia en Colombia, ya que la variante 5-  no se identificó por la no utilización del antisuero monovalente que detecta el antígeno somático O:5 y no se tomaron los años 2010 y 2011 de Colombia por que no hay registros de esta variante publicados en el Sistema Nacional de Vigilancia del CDC para ser comparados. Esto amerita a que se mantenga dentro de la vigilancia epidemiológica la identificación de la variante 5- en los serotipos de Salmonella Typhimurium para conocer su frecuencia de circulación en el país. 
Los 11 aislamientos de Salmonella Typhimurium var. 5-  identificados en este estudio fueron sensibles a la mayoria de los antibióticos ensayados presentando solo resistencia a tetraciclina y estreptomicina, lo que contrasta con el patrón  multirresistente que se ha reportado en otros aislamientos de la variante 5-  relacionados con el fagotipo DT104 en brotes de Estados Unidos y Finlandia (11,12). 

El  patrón COIN10.JPX.X01.0168  hallado en los aislamientos de este brote se ha detectado desde 2005 en 114 aislamientos tanto de Salmonella Typhimurium como de la variante 5-, los cuales han sido recuperados de eventos esporádicos procedentes de los departamentos de Antioquia, Boyacá, Cundinamarca y Bogotá dentro del programa de vigilancia por el laboratorio de patógenos causantes de EDA (5).
Salmonella es uno de los principales agentes causales de brotes de ETA en el mundo (1). Su implicación en casos de infección con más de un serotipo tiene muy pocos reportes. (18,19). Entre ellos, Desy y colaboradores (20) reportaron un brote de ETA en personas que habían consumido ensalada de papa, determinando que en uno de los pacientes y en un trabajador de servicio de alimentos se les identificó Salmonella Typhimurium variante 5-  en coinfección con Salmonella Schwarzengrund en las muestras de materia fecal. La presencia de este tipo de coninfecciones puede ser más frecuente de lo que se reconoce, por lo que amerita un análisis tanto por serotipificación como PFGE de varias colonias de un mismo cultivo para determinar la presencia de dos o más serotipos en un brote. 
En este estudio se logró describír el primer brote de ETA en Colombia de 11 casos confirmados de Salmonella Typhimurium var. 5-  que se asoció epidemiológicamente al consumo de arroz atollado en el municipio Paz de Rio de Boyacá. 
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Figura 1. Dendrograma de los patrones de PFGE con la enzima Xbal y BlnI de los 12 aislamientos  de Salmonella Typhimurium var. 5-  recuperados de materia fecal
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COIN10.JPX.X01.0168

COIN10.JPX.X01.0168

COIN10.JPX.X01.0168

COIN10.JPX.X01.0221         .









COIN10.JPX.A26.0002





COIN10.JPX.A26.0002








Cepa INS





Patrón de PFGE Blnl





Patrón de PFGE Xbal
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