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Electroforesis de campo eléctrico pulsado en
la tipificacion molecular de cepas aisladas de un
brote de Salmonelosis ocasionado por consumo

de queso contaminado con Salmonella Javiana

Pulse Field Gel Electrophoresis in molecular typification of strains
isolated from a Salmonellosis outbreak caused by consumption
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue confirmar por Electroforesis
de Campo Eléctrico Pulsado (PFGE) que la Salmonella ais-
lada del alimento implicado en el brote (queso blanco) fue la
responsable del evento.

La muestra de queso blanco presento elevado recuento de
coliformes, E. coliy S. aureus, ademas, presencia de Sal-
monella spp., lo que indico condiciones sanitarias inadecua-
das y posible contaminacién de origen fecal.

Para la confirmacion de las cepas sospechosas de Salmo-
nella spp, aisladas de los pacientes y del alimento, se utiliza-
ron técnicas bioquimicas convencionales, la serotipificacion
se realiz6 siguiendo el esquema de White-Kauffmann-Le
Minor y la sensibilidad a los antimicrobianos (Ampicilina, Tri-
metroprim-Sulfametoxazole, Ciprofloxacina, Amoxicilina, Ac.
Clavulanico, Cloranfenicol, Ceftriaxone y Tetraciclina) por la
tecnica Kirby-Bauer.

Las cepas bacterianas de Salmonella spp aisladas fueron
identificadas como Salmonella Javiana [1,9,12:1, zy5:1,5] y
resultaron sensibles a todos los antibidticos probados.

La Tipificacion Molecular de las cepas, se realizé por PFGE,
segun protocolo estandarizado de PulseNet para Salmo-

A
ABSTRACT
The aim of this work was confirmation through Pulse Field
Gel Electrophoresis (PFGE) that Salmonella isolated from
the food implicated in the outbreak (white cheese) was res-
ponsible for the event.

The white cheese sample showed a high count of Coliforms,
E. coliand S. aureus. Moreover, Salmonella was present,
which indicated inadequate sanitary conditions and possible
fecal contamination.

The suspected Salmonella strains isolated from patients
and the food sample, were confirmed using conventional
biochemical techniques, serotyping according to the White-
Kauffmann-Le Minor scheme and antibiotics sensibility
(Ampicillin, Trimetroprim-Sulfametoxazole, Ciprofloxacin,
Amoxicillin, Clavulanic Acid, Cloranfenicol, Ceftriaxone and
tetraciclin) following Kirby- Bauer’s technique.

The Salmonella strains were identified as Salmonella Ja-
viana [1,9,12:, z,4:1,5]and were sensitive to all the antibio-
tics tested.

The molecular typing of the strains was performed using
PFGE, according to the PulseNet standardized protocol for
Salmonella. The pattern analysis was studied using Bionu-
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nellay el analisis de los patrones se estudio utilizando el
programa BioNumerics, version 4.0, lo cual mostré que los
aislados de Salmonella Javiana procedentes tanto de pa-
cientes como del alimento tenian idéntico patron de restric-
cién, en tamafo y nimero de fragmentos. La ocurrencia de
un patrén Unico de PFGE (Coeficiente de similitud 100%)
entre los aislados permitié demostrar que el queso contami-
nado con Salmonella Javiana fue el responsable del brote

familiar.
Palabras clave: Salmonella Javiana, tipificacion molecular,

electroforesis en campo eléctrico pulsado, epidemiologia
molecular, enfermedad transmitida por alimentos, Salmo-
nelosis.

INTRODUCCION

Salmonella spp es un patdégeno importante como
agente causal de enfermedades de transmision alimen-
taria, puede encontrarse como flora intestinal de aves,
reptiles y mamiferos. Se propaga a los seres humanos a
través del consumo de alimentos contaminados tales co-
mo carnes crudas, pollo, huevos, leche y derivados lac-
teos, pescados y mariscos, productos de origen vegetal
como berros, semillas germinadas, jugos de naranja'y
manzana no pasteurizados. Caracteristicamente la en-
fermedad —salmonelosis— ocasionada por especies de
Salmonella diferentes a S. Typhi, se presenta con dolo-
res y calambres abdominales, diarrea, escalofrios, fie-
bre, nauseas, vomitos y malestar general 12 a 72 horas
después de la infeccidn, la duracion de los sintomas nor-
malmente es de 4 a 7 dias, en personas débiles con pro-
blemas inmunoldgicos subyacentes, la bacteria puede
invadir el torrente sanguineo y causar infecciones que
ponen en peligro la vida.

En la investigacién de brotes de enfermedad trans-
mitida por alimentos (ETA) resulta dificil relacionar los
aislados de origen humano, de alimentos y de ambiente
por técnicas fenotipicas convencionales de tipificacion.
El uso de métodos de tipificacién molecular se inicié en
1980 con el desarrollo de métodos simples de aislamien-
to de ADN bacteriano y uso de enzimas de restriccion. La
separacion de los fragmentos generados en base al ta-
mafo “Restriction Fragment Length Polymorphism Ana-
lysis” (RFLP), por electroforesis en gel de agarosa, da
lugar a patrones de restricciéon de ADN caracteristicos
para un subtipo particular. Estos métodos tienen mayor

A

merics program, version 4.0, which showed that the Salmo-
nella Javiana isolates from patients as the food sample had
an identical restriction pattern in size and fragments num-
ber. The incidence of a unique pattern of PFGE (similarity
coefficient 100%) between isolates demonstrated that the
cheese contaminated with Salmonella Javiana was respon-
sible for the family outbreak.

Key words: Salmonella Javiana, molecular subtyping, pul-
se field gel electrophoresis, molecular epidemiology, food-
borne disease, salmonellosis.

poder discriminatorio que los convencionales y han sido
empleados con éxito en investigaciones epidemioldgicas
de brotes de ETA originados por consumo de alimentos
contaminados con patégenos como E. coli 0157:H7
(1,2,), Salmonella spp (3, 4, 5), Listeria monocytogenes
(6). La técnica de PFGE es considerada actualmente el
“gold standard” de los métodos de tipificacion molecular
(7). El objetivo de este trabajo es confirmar por PFGE
que la Salmonella aislada del alimento implicado (queso
blanco) ocasiono el brote estudiado.

MATERIALES Y METODOS UTILIZADOS

Para efectos de Vigilancia Epidemioldgica se con-
sidera un brote a un episodio en el cual dos 0 mas per-
sonas presentan una enfermedad similar después de
ingerir alimentos, incluida el agua, del mismo origen'y
donde la evidencia epidemioldgica o el analisis de labo-
ratorio implica a los alimentos o al agua como vehiculos
de la misma. Cuando este evento ocurre entre personas
convivientes se denomina Brote Familiar de ETA.

Caracteristicas del Brote: Se inicia el 28-05-05 en el
sector Los Pilones, Poblacién de Urraca, Municipio Ura-
coa, del Estado Monagas, se involucraron 7 personas (2
nifios, 3 adultos y 2 ancianos) de un mismo grupo familiar,
quienes presentaron un cuadro clinico caracterizado por:
fiebre, diarrea, vomitos, dolor abdominal y cefalea; con un
periodo de incubacion promedio de 11 horas (7 a 14
horas) posterior al consumo del alimento sospechoso:
queso blanco criollo, el cual fue consumido en el hogar de
las personas afectadas. El reporte de la ETA fue realizado
el 29 de mayo por el Hospital tipo | Uracoa.
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La muestra del alimento implicado y las cepas aisla-
das de los pacientes afectados fueron remitidas a los De-
partamentos de Microbiologia y Quimica de Alimentos, y
Bacteriologia, respectivamente, del Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel” para los analisis correspon-
dientes.

Analisis del queso blanco: Para evaluar la calidad
sanitaria y detectar presencia de posibles agentes pat6-
genos, se realizaron analisis siguiendo la Norma Vene-
zolana COVENIN correspondiente sefialada en cada
caso: Recuento de coliformes y de Escherichia coli, co-
mo indicadores de calidad higiénica y posible conta-
minacion de origen fecal (N° 3276-97 ), Recuentos de
Staphylococcus aureus (N° 1292-89) y Bacillus cereus
(N° 1644-93), deteccion de Salmonella spp ( N° 1282-
89), determinacion de cloruros (N° 369-82) y acidez (N°
658-97). La determinacion de enterotoxinas estafilococ-
cicas (A-B-C-D) se realiz6 utilizando el Kit RPLA- OXOID
y la presencia de sustancias conservadoras siguiendo la
metodologia recomendada JAOAC, vol. 52, N° 4, 1969.

Analisis de las cepas bacterianas: La confirmacion
de 6 cepas sospechosas de Salmonella spp, aisladas de
coprocultivos de pacientes involucrados en el brote y 1
cepa de Salmonella spp. aislada de queso blanco criollo,
fue realizada, por técnicas bioquimicas convencionales
(8). La serotipificacion de los aislados fue realizada en
base a reacciones de aglutinacién entre antigenos soma-
ticos O y flagelares H de fase | y Il con antisueros espe-
cificos (Difco Laboratorios. Detroit. Michigan), siguiendo
el esquema de White-Kauffmann-Le Minor (9). La sensi-
bilidad a los antimicrobianos recomendados para este
tipo de microorganismo fue realizada por Kirby-Bauer,
técnica de difusion en agar Mueller-Hinton, siguiendo los
criterios de interpretacion de la CLSI (Clinical and Labo-
ratory Standards Institute 2005) (10).

Tipificacion Molecular de las cepas: Se realiz6
por Electroforesis de Campo Eléctrico Pulsado (PFGE),
segun protocolo estandarizado de PulseNet para Sal-
monella (11).

Preparacion de ADN genédmico: Colonias aisladas
de cada una de las cepas del brote y de la cepa de refe-
rencia fueron crecidas en agar tripticasa de soya durante
24 horas, se prepar6 una suspension de las células en
buffer (EDTA 100 mM, Tris 100 mM, pH 8.0), a 20% de
tramitancia en el colorimetro Vitek de BioMériux, 200 pl
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de esta suspension bacteriana fueron mezclados con
200 pl de agarosa SeaKem Gold de alta resolucion 1%:
SDS al 1% en buffer TE y se agregaron 10 pl de protei-
nasa K (20mg/ml), doscientos microlitros de la mezcla
fueron distribuidos con una pipeta en moldes desecha-
bles (Bio-Rad laboratorios).

La lisis celular “in situ” fué realizada colocando los
bloques de agarosa solidificados en tubos que contenian
5 ml de buffer de lisis (Tris50 mM :EDTA 50 mM, pH 8,
Sarcosyl 1%) y 25 pl de proteinasa K (20 mg/ml) e incu-
bados en un bafio de agua con agitacion a 54 °C por 2 h.
Seguidamente los bloques fueron lavados para eliminar
los restos celulares, dos veces con agua estéril ultrapu-
ra a 50 °C y ocho veces con TE (Tris10 mM-EDTA 1mM,
pH 8) a 50 °C, durante 15 minutos en bafio de agua con
agitacion a 50 °C, quedando el ADN embebido en la aga-
rosa, listo para tratamiento con enzimas de restriccion.

Digestion del ADN con la enzima Xba I: Se realizo
en segmentos de bloques de agarosa de 2.0 milimetros
con 30 U de la enzima, siguiendo las recomendaciones
del fabricante, durante 2 h a 37 °C. Los bloques digeridos
fueron colocados en un gel de agarose Seakem Gold al
1% en TBE 0,5X (Tris-borato-EDTA, pH 8) y la electrofo-
résis fue realizada utilizando buffer TBE 0,5X, bajo las
siguientes condiciones: tiempo inicial 2,2 segundos, tiem-
po final 63,8 segundos, angulo de 120°, temperatura de
14 °C, voltaje 6V/cm, con un tiempo total de corrida de 19
horas a 14°C (equipo CHEF-DR Il System, Bio Rad).

El gel fue tefido con bromuro de etidio (0,001 mg/ml)
durante 30 minutos y lavado 6 veces con agua destilada
en agitacion suave durante 30 minutos cada vez. La ima-
gen del gel en formato tiff fue obtenida utilizando un equi-
po de fotodocumentacion (Gel Doc. Bio-Rad) con luz
ultravioleta.

Anadlisis de los datos: El analisis de los patrones de
PFGE fue realizado utilizando el programa computariza-
do de analisis BioNumerics version 4.0 (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium) (12). La cepa de Salmone-
lla Braenderup H9812 fue utilizada como estandar de re-
ferencia para normalizar el gel (13). Las bandas fueron
asignadas manualmente, el coeficiente de similitud de Di-
ce fue aplicado para comparar los patrones de macrores-
triccion. Para visualizar mejor la relacién existente entre
los aislados se construy6 un dendograma empleando el
meétodo de los promedios aritméticos no ponderados
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(UPGMA unweighted pair group method with arithmetic
averages) utilizando un parametro de optimizacién de
1,5% y 1,5% de tolerancia en la posicion de las bandas.

RESULTADOS Y DISCUSION:

La muestra de queso blanco presentoé caracteristicas
organolépticas normales, se obtuvo elevado recuento de
coliformes (1,7 x 10° ufc/g) y de Escherichia coli (mas
de 1,5 x 108 ufc/g), presencia de Salmonella spp, elevado
recuento de S. aureus (3,3 x 108 ufc/g) y no se logré de-
mostrar la presencia de enterotoxinas estafilococcicas
A,B,C,D. No se detecto presencia de B .cereus. (Menos
de 1,0 x 102 ufc/g).

No se encontrd presencia de sustancias conserva-
doras, los valores obtenidos de cloruro de sodio (1,61
g/100g) y acidez (8,93 ml de NaOH 1N/100g, 0,80 g aci-
do lactico/100g) estan dentro de los limites normales es-
tablecidos para este tipo de productos segun Norma
Venezolana COVENIN N° 3821-03 “Queso Blanco”.

La presencia de Coliformes en el queso blanco re-
vela inadecuadas condiciones a las cuales pudo estar
expuesto el alimento, insuficiencia en la pasteurizacién
de la leche o ausencia de la misma, contaminacién du-
rante o luego del proceso de elaboracion. Los elevados
niveles de Escherichia coli indican posible contamina-
cion de origen fecal. Varios autores sefialan que el alto
valor de S. aureus esta relacionado con la concentra-
cién inicial del microorganismo en la leche utilizada para
la elaboracioén del queso, fallas en la actividad de los cul-
tivos lacticos utilizados (en caso de ser agregados) e ina-
decuadas condiciones sanitarias durante la elaboracién
y comercializacién del producto, la cantidad de S. aureus
encontrada en el queso blanco representa un riesgo pa-
ra los consumidores por la posible produccién de ente-
rotoxinas (14).

En quesos blancos fabricados en el Pais se ha re-
portado una incidencia de Salmonella spp de 2,1% (14),
la presencia de este microorganismo no se permite en
alimentos para consumo humano, segun lo establecido
en las Normas Venezolanas COVENIN y la ICMSF. Es-
tos resultados indican calidad higiénica deficiente del ali-
mento y riesgo para la salud de los consumidores por la
presencia de estos patégenos.

Las cepas bacterianas de Salmonella spp aisladas
de pacientes y del alimento implicado en el brote fueron

identificadas por métodos convencionales como Salmo-
nella Javiana [1,9,12:1, z,4:1,5] y resultaron sensibles a
todos los antibidticos utilizados (Ampicilina, Trimetro-
prim-Sulfametoxazole, Ciprofloxacina, Amoxicilina, Ac.
Clavulanico, Cloranfenicol, Ceftriaxone y Tetraciclina).

La tipificacion molecular de las cepas por PFGE
mostré que los aislados de Salmonella Javiana proce-
dentes tanto de pacientes como del alimento tenian
idéntico patron de restriccion, en tamafio y nimero de
fragmentos (Figura 1).
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Figura 1: Electroforesis de Campo Eléctrico Pulsado
(PFGE) del ADN cromosomal de las cepas de Salmonella
Javiana aisladas de pacientes (casos) y del alimento
implicado (queso blanco), digeridos con la endonucleasa
de restriccion Xba l. Cepas de casos brote familiar
de ETA; carriles 2, 3,4, 6,7 y 8. En los carriles 9,11, 12,13
se observan aislados analizados en este gel que
corresponden a otros brotes. Cepa de Queso blanco
(alimento) brote familiar, carril 14. Marcador “universal”
de Referencia Salmonella Braenderup (H9812)
digerida con Xbal, carriles 1, 5, 10, 15.

La ocurrencia de un patrén unico (Coeficiente de si-
militud 100%) de PFGE entre los aislados del alimento
implicado y los aislados de pacientes permitié demostrar
que el queso contaminado con Salmonella Javiana fue el
responsable del brote familiar (Figura 2), brotes de ETA
causados por este serovar también fue reportado por
George Harvey y col (1998)(3).

Durante la investigacién del brote se evidenciaron
algunas limitaciones del Sistema de Vigilancia de las ETA
no pudiéndose identificar los factores que contribuyeron
a la pérdida de la inocuidad del alimento, la fuente de
infeccion, ni otros casos que pudieran estar asociados al
consumo del queso. Este brote ejemplariza la necesidad
de incluir dentro del sistema de vigilancia de las ETA, la
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Figura 2: Dendograma de la imagen tiff del gel mostrando
el andlisis de los aislamientos de Salmonella Javiana
procedentes de pacientes y del alimento implicado
(queso blanco). El analisis de los patrones de PFGE
fue realizado utilizando el programa computarizado
BioNumerics version 4.0 (Applied Maths), aplicando
el coeficiente de similitud de Dice.

investigaciéon de patégenos que pueden utilizar alimen-
tos como vehiculos de transmision, de ahi laimportancia
del desarrollo de una red de laboratorios de bacteriologia
integrados a la red de subtipificacion molecular, como
parte de la red de vigilancia nacional para las ETA.
Adicionalmente, un brote de ETA se debe considerar una
emergencia epidemioldgica, de notificacion inmediata.
Es necesario realizar la investigacion de éste tipo de bro-
tes, a la brevedad posible con la integracion de los equi-
pos de Epidemiologia, Higiene de los Alimentos y el
Laboratorio de referencia.
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