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INTRODUCCION



1 LA : S I

1.1 Historia,

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa causada por
gérmenes del género Salmonella, que engloba a 7 subespecies
con mas de 2300 serotipos. Los diversos gérmenes del género
Salmonella son fundamentalmente parasitos intestinales de los

animales y del hombre (1).

El cuadrc clinico mAs importante producido por

salmonelas es la fiebre tifoidea (Salmonella serotipo Typhi).

Esta entidad c¢linica fue individualizada antes de la era
bacterioldgica por los signos clinicos y 1las lesiones
ulcerosas que producia en el intestinc. El aislamiento de su
agente causal fue realizado por primera vez por Petit vy
Serres en 1813. No fue hasta 1829 cuando Louis la describid
detalladamente por primera wvez (2). En 1880 Karl Eberth
descubrid el bacilo tifoideo o bacilo de Eberth-Gaffky en los
ganglios mesentéricos y en el bazo de enfermos fallecidos por
fiebre tifcidea (2). Graffky lo aisld poco después en cultivo
puro. En 1886 Widal y Grumbaum encontraron que lcs sueros de
los enfermos con fiebre tifoidea aglutinaban los cultivos
tificos (descubriendo el serodiagndstico, que fue mas tarde

aplicado a numerosas enfermedades infecciosas) (1,2).

Posteriormente gse vico que algunos enfermos con sindrome

tifoideo tenian un suero que no era capaz de aglutinar



cultivos de bacilos tificos. A esta serie de cuadros
morbosos, de curso clinico bacteriémico semejante a la fiebre
tifecidea, aunque atenuados, se les denominé "fiebres
paratifoideas". Los serotipos implicados en estos cuadros son
21 grupo de los bacilos paratificeos denominados Salmonells
serotipo Paratyphi A, Salmonella serotipo Paratyphi 3B,

Saimopnella serotipo Paratyphi C y Salmeonella serotipo Sendai.

El estudio de la estructura antigénica de todas estas
bacterias sentd las bases para su clasificacidn seroldgica,

ampliamente desarrollada por Kauffman {(4).

Por todo esto, la fiebre tifeoidea ha c¢onstituido un
modelo en el estudio de las enfermedades infeccilosas y, mas

concretamence, del resto de las salmonelosis (5).

Paralelamente a los estudios sobre el agente causal de
fiebres tifoideas y paratifoideas, se fueron aislando otras

salmonelas productoras de diferentes patologias (5).

En 1885, Salmon y Smith aislaron Salmonella serotipo
Choleraesuis, en casos de cdlera porcino. Garterer, en 1888,
en un paciente que fallecid en el curso de un brote epidémico
de intoxicacidn alimentaria, logrd cultivar un nuevo serotipo
hasta entonces desconocido, SalmeEpnella serotipo Enteritidis.
En 1892, Loffter aisld Salmonella serotipo Typhimurium
(cambién gran productor de gastroenteritis de origen

alimentario) a partir de ratones que presentaban un cuadro



cifico (5).

Posteriormente han ido apareciendo nuevos serotipos de

Salmonella hasta llegar en la actualidad a una cifra superior

a 2.300.

1.2 Agpectos clinicog.

La salmonelosis es un proceso infeccioso que cursa
fundamentalmente con una gastroenteritis, exceptuando la
salmonelosis preducida por Salmopella serotipo Typhi, ya que
este serotipo es el responsable de la fiebre tifocidea,
enfermedad con entidad clinica propia, totalmente diferente

al resto de las salmonelosis.

Las gastroenteritis producidas por Salmonella presentan
un cuadro c¢linico que aparece deneralmente tras una

toxiinfececidn alimentaria.

Las salmonelosis no suelen cursar con bacteriemia ni
septicemia. Se manifiestan por un cuadro téxico intestinal
local, con deshidratacidén coleriforme y coprocultivos

positivos.

Su periodo de incubacidén es de 8 a 48 horas. El1 comienzo
del cuadro <c¢linico es agudo, con vioclentos fendmenos

gastricos e intestinales (dolores cdlicos), vémitos, fiebre,



en algunas ocasiones infarto de bazo e ictericia (34).

En los casos de curso celeriforme hay diarreas profusas,

con heces en "agua de arroz", provocando una gran astenia.

Cuando el colon estda muy afectado se observan cuadros
célicos violentos y evacuaciones disenteriformes con moco,

sangre y pus (6).

En personas inmunodeprimidas puede producirse

-

ocasionalmente una sepsis tras la gastroenteritis,

apareciendo hemccultiveos positiveos (17).

El pronédstico es bueno, salvo en los casos graves por la
facilidad de <colapso debido a 1la deshidratacidn e

hipopotasemia, pero generalmente estos son poco frecuentes.

En los cuadros habituales el curso suele durar varios

dias, pero el enfermo se repone sin riesgo de secuelas (20).

1.3 Patocgénegig.

El agente causal, como ya se ha dicho anteriormente, es
el microorganismo del género Salmonella. La dosis infectante
generalmente es muy alta, normalmente superior a 10° ufc,

dependiendo de las caracteristicas del germen y del huésped

{(6,7).



Z1 reservorio de estos microorganismes lo constituyen

animales enfermos y el hombre.

Las salmonelas penetran por via oral al ingerir

z_.lmentos contaminados. Se multiplican ampliamente en las

z. intestino grueso, ciego v apéndice, sobre todo en los

rzcodos del colon, donde proliferan abundantemente (7).

En el intestino pueden sufrir una inhibicidn, ejercida

"1
]

r la flora. Esta inhibicidén depende en gran parte de la
capacidad que tiene la flora saprofita de bajar =1 pH

ntestinal. Si baja el pH, aumenta el efecto inhibidor (3).

Las salmonellas se adhieren a la pared del intestino vy,
si no son eliminadas por el peristaltismo intestinal,
croducen una enterotoxina que es la responsable de la
aiteracidn de la mucosa intestinal, facilitando el pasc del
zermen hasta los enterocitos de la lamina propia. Alli se
croduce una reaccidn inflamatoria a expensas de leucocitos
zolimorfonucleares que impiden su paso a sangre (salvo en el
caso del serotipo Typhi que siempre suele invadir el torrente
circulatorio). La bacteriemia aparece en rarisimas ocasiones,

estando condicionada por la situacidn inmunolégica del

vaciente ($,10).



1.4 Diagndstico.

1.4.1 Diagnéstico clinico.

El diagnéstico de una gastroenteritis producida por

Salmonella (a excepcidén del serotipo Typhi} se hace
fundamentalmente por clinica, observando la sintomatologia

del enfermo.

Se complementa con una anamnesis al paciente ya gue, por
el escaso periodo de incubacidn de la enfermedad, es fiacil,
en la maycria de los casos, relacionar el comienzo de 1la

sintomatclogia con la ingestidén de alimentos contaminados

(6) .

1.4.2 Diagndstico bacterioldgico.

La confirmacidén del diagndstico se hace por un examen
directo de las heces del enfermo (1l1). El1 aislamiento del
germen en las heces es posible durante el periodo gue dura el

procesc gastroentérico (periodo agudo de la enfermedad) (12).

En casos graves o de enfermos inmunodeprimidos también

se puede aislar este microorganismo en sangre (13}.

Ademds de aislar el germen en la persona enferma, es muy

importante aislarlco del alimento contaminado origen de 1la



enfermedad, sobre todc en brotes comunitarios, para localizar
la fuente de infeccidén que en muchos cascos puede ser un
manipulador de alimentos portador asintomatico. También se

puede aislar de muestras ambientales (14,15,16).

1.4.3 Diagndgtico diferencial

Se debe nacer con todo aquello que ocasione

gastroenteritis producidas por alimentos.

Para un estudio de toxiinfecciones alimentarias se

pueden distinguir dos grandes grupos:

- Origen quimicc no bacterianc: alimentos de origen
vegetal (setas, cornezuelo de centena,
alfatoxinas, semillas del género Lathyrus) vy

alimentos de origen animal (pescados, mariscos vy

carnes) .

- Origen bacterianc: enterotoxina estafilocécica,

toxina  botulinica, Salmonellas, Clostxidium
welchii Vibrio parahemolycticus, Shigella, Vibrio
cholerae y otras.

Generalmente, el diagndstico diferencial suele ser facil
atendiendo al cuadro clinico, periodo de incubacidn, duracién

del proceso, etc. En todo caso es aconsejable la realizacién



de coprocultivo para la confirmacidn diagnostica (11).

1.5 Tratamiento vy control.

Las gastroenteritis por Salmppella (a excepcidn del
serotipo Typhi) no suelen cursar, en nuestro medio, con
procesos muy graves de diarreas con deshidratacidn, por lo
que, en la mayoria de los casos, IO Se necesita un
tratamiento medicamentoso (antibioterapia) sino un
“ratamiento sintomdtico y unas medidas higiénico-sanitarias

preventivas (18).

1.5.1 Tratamiento sintomatico.

Se basa, fundamentalmente, en una dieta astringente.
Normalmente, siguiendo esta pauta, en 2-4 dias suele remitir

2l cuadro por completo sin necesidad de otro tipo de terapia

coadyudante (19).

El primer dia de aparicién del cuadro de gastroenteritis
se recomienda la ingestidn de liquidos con un aporte salino
vy glucosado (por encima de dos litros al dia), incorporando
a partir del segundeo dia alimentos con poder astringente. Si
el cuadro diarreico va remitiendo se pueden ir incorporando

a la dieta, en dias sucesivos, el resto de losgs alimentos.



En casos en los que el cuadro confiera mayor gravedad y
el enfermo pudiera sufrir una deshidratacidn, se procederd a
un tratamiento de rehidratacién oral e incluso, si los

vémitos lo impidieran, se pasaria a una terapia intravenosa.

En 1982-1983 1la OMS propuseo las pautas para la

rehidratacién oral:

a) Rehidratacidn oral con bicarbonato.

ClNa: 3,5 gr/l.

- Bicarbonato stdico o carbonatoc acido de sodio:
2,5 gr/1.

- ClK: 1,5 gr/l.

- Glucosa anhidra: 20,0 gr/l.

b) Rehidratacién oral con citrato:

ClNa: 3,5 gr/l.

Citrato trisddico deshidratade: 2,9 gr/l.

ClK: 1,5 gr/l.

Glucosa anhidra: 20,0 gr/l.

El tratamiento con antibiéticos se reserva esencialmente
para 1los casos muy graves que no ceden en los primercs dias
con dieta astringente hidroelectrolitica, para evitar

posibles complicaciones debidas al mal estado general del

paciente (17).

Existe mucha controversia sobre el tratamientoc con

10



antibiéticos en las gastroenteritis por Salmonella. La
mayoria de los autores opinan que con un buen tratamiento
higiénico dietético el cuadro remite sin riesgo de
complicaciones para el paciente, evitandole asi un posible

estado de portador {(21}.

En los casos de infecciones extraintestinales por
Salmopnells o con riesgo de diseminacidn y complicacicnes, se
necesita un tratamiento antibidtico correcto. Existen muchos
trabajos sobre susceptibilidad a 1los antibidticos de
salmonelas entéricas no typhi (22). El tratamiento de
sleccidn siempre habia sido la ampicilina, pero la creciente
aparicidn de resistencias a este antibidtico excluye su uso
en nuestro medioc como antibidtico de eleccidn (23,24,25). Las
causas del aumento de resistencia de Salmonella a distintos
antibiéticos, fundamentalmente la ampicilina, se asocian al
uso de antibidticos en animales para promocidn del
crecimiento y en humanos a su uso masivo e indiscriminado
{26,27) . Prescindiendo de la ampicilina, otro antibiético de
gran uso es el cleoranfenicol. Sin embargo, los problemas de
toxicidad graves que tiene este antibidtico han hecho que su

uso se restrinja a los casos de complicaciones graves.

Actualmente el tratamiento de eleccidn son las
cefalosporinas de tercera generacidén, el cotrimazol y las
quinolonas, porgue no prolongan el estado de portador fecal

ni favorecen la aparicidén de cepas resistentes (28).

11
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.2 Tratamiento preventivo.

La salmonelosis en animales y en el hombre no puede ser

enteramente erradicada, perc si se puede reducir el nimeroc de

afectados cumpliendo una serie de normas basicas de higiene.

Un buen ejemplo de ello lo constituye Dinamarca, donde se

ileva controlandeo la enfermedad desde hace casi 30 aifos

(31,32).

Lres

El tratamiento preventivo se basa fundamentalmente en

lineas a seguir:

A) Erradicar la contaminacidén de animales.

B) Descontaminacién de alimentos y <control de
desechos.

C) Educacidn higiénico-sanitaria a los manipuladores

de alimentos y consumidores.

A) Erradicar la contaminacidn de animales:
Al.- La descontaminacidn de piensos es uno de los

puntos mas ilmportantes para la prevencidén de la

salmonelosis, ya que la mayoria de los animales

infectados suelen estarlo por ingerir piensos
contaminades, aunque también puede producirse la
contaminacidn en posteriores manipulaciones (mataderos,

cocinas, ...). Los piensos se contaminan muy f&cilmente

12



con las salmonelas gque se encuentran en el medio
ambiente, por lo gque hay que tener mucho cuidado con su
empagquetamiento, distribucidén, transporte y almacenaje.
La destruccidn de las salmonelas en piensos sSe realiza
mediante una dosis de 3-35% de &cido propidnico. E1
problema estd en que no todos los animales toleran el

dcido propidnico a esa concentracion (29).

A2.- Adicién de antimicrobianos en los alimentos
para animales y tratamiento de los huevos de consumo
humano con gentamicina. El inconveniente s que aparecen
a posteriori resistencias a estos antimicrobianes tanto

en animales como en el hombre (29).

A.3.- Inmunizacién frente a salmonelas. Desarrollo
de un factor antiadhesivo que proteja a los alimentos
para animales y, posiblemente, frente a los estados de

portador crénico (31).

B} Resconraminacidn de alimentos v desechos-

Se estdn considerando varias opciones que, hasta
ahora, estan dando buenos resultados pero no destruyen
a las salmonelas en su totalidad. Estas son: radiacidn
ionizante, vapor, &acido acético, cloracién de aguas vy
pasteurizacidén (30). Los alimentos animales no son la
Gnica fuente de salmonelosis para el hombre. También lo

son los vegetales cuando se riegan con aguas residuales.

13



=1 agua también es un habitat ideal para la Salmonella.

Es necesario también controlar y establecer unas
medidas higiénicas en hospitales, restaurantes, cocinas,
comedores, mataderos, etc., va que muchos de los

alimentos contaminados se infectan en estos lugares por

las malas condiciones higiénicas existentes.

Una manera de prever también la contaminacion de
animales, alimentos y aguas es mediante un adecuado
manejo de los desechos, va que son facilmente
contaminados por las salmonelas del medioc ambiente

t31,32).

Uno de los aspectos mds importantes a seguir con el

alimento es el control de la temperatura de

conservacion.
Ch Educacidn de los manipuladores de aslimentos v

consumidoreg:

Tanto los consumidores coma las personas gue
trabajan con alimentos deben ser informados de las
medidas higiénicas que deben sequir y motivados para que

las sigan (33).

Es necesario conseguir que las practicas higiénicas

se conviertan en una costumbre. Esto resulta dificil en
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el caso de las amas de casa porgue sUu control resulta
imposible. Por ello hay que realizar una buena educacidn
sanitaria con una adecuada coordinacién entre profesores

Yy expertos en comunicacidén y educacidn (30,31).

Las industrias pueden colaborar también resefiando
en las etiquetas de los productos alimentarios normas
higiénicas para la manipulacién, cocinado y almacenaje
de los alimentos, haciendo hincapié en que el ama de

casa lea y siga las instrucciones de la etiqueta

{32,33).
1.6 Complicaciones clinicas v su tratamiento.

Habitualmente, una salmonelosis (no tyfica) cursa con
un cuadro clinico diarreico de mayor ¢ menor intensidad, con
un cierto grado de afectacidn general, pero sin mayores
consecuencias para el enfermo. Sin embargo, siempre es
conveniente seflalar que, en determinadas circunstancias como
son la edad del enfermo, estados de inmunodepresidn o grandes
epidemias de salmonelosis, pueden producirse complicaciones

sistémicas graves (7).

A continuacidn se sefialan algunas de las complicaciones
que pueden surgir, cuya importancia se debe no tanto a su

frecuencia como a su gravedad:
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£DScesos cerebrales: Suelen aparecer en nifas
{35,36) 7y, generalmente, tras una infeccidn de
estructuras vecinas {otitis, mastoiditis,
sinusitis, etc.) (37) o tras una meningitis por
Salmeneila (38,3%). Normalmente el germen aislado
es de los grupos B, C, D. BSu tratamiento
fundamentalmente es con cefalosporinas de tercera
generacidn, con o sin  aminogiucdsidos  (39).
Generaimente, los abscesos y empiemas causados por

Salmoneila suelen aparecer antes del primer afio de

vida (40,41,42).

Bacterieomia: Complicacidn producida generalmente
desde un foco de gastroenteritis. Se suele dar en
nifios menores de tres meses (43,44). La Salmonella
causante de estos procesos es, generalmente,
Salmonella serotipo Enteritidis (45,46,47,48).
Para prevenir esta complicacidén se recomienda a
nifios menores de 6 meses gue sufran un proceso de
salmonelosis tratarlos con terapia antibacteriana,
ya que esto hace que descienda la incidencia de

bacteriemia (49,50).

Qtras localizaciones: Hay algin caso descrito
de abscesos renales (51,52,53,54). Suelen provenir
de un foco gastroentérico. Suele suceder en nifios
con enfermedades concomitantes en vias urinarias.

Los tratamientos de eleceidn en estos casos son:
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ampicilina, clcranfenicol, Erimetropin-
sulfometoxazel, nitrofurantcocina y cefalosporinas
de tercera generacién (55,56,57). La conveniencia
de uno u otro antikidtico radica en la duracidén
del tratamiento, en bhase a la situacidn y edad del

paciente, y en la localizacidn de la enfermedad

(58) .
Invasidn transplacentaria: Se ha descrito algin

caso de una infeccidén transplacentaria por un foco

gastroentérico de la madre (59).
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La salmonelosis (no Tyfica) es un proceso infeccioso que

cursa con una elevada morbilidad (76). Se ha podido demostrar
que Salmonella es el agente responsable de la mayoria de las
toxiinfecciones alimentarias en los paises desarrollados.
Asi, en un estudio realizado en Francia e Inglaterra se
observé que, de 59 brotes producidos por intoxicacidn
alimentaria cogidos al azar entre 1931 y 1981, 32 fueron
causados por Salmonella sp y que, de 7.800 casos (brotes y
casos aislados) seleccionados de igual manera, 7.718 fueron

producidos por este microorganismo (60).

El numero de intoxicaciones alimentarias se ve ademas
incrementado, sobre todo, en los meses de verano, por las
éptimas condiciones c¢limatoldgicas para el desarrollo vy
crecimiento del germen, siendo en estos meses elevadisima la

tasa de morbilidad (76).

Las gastroenteritis por Salmonella (a excepcidén del
serotipo Typhi), como ya se indicd en el apartado de aspectos
clinicos, son procesos que no suelen revestir gravedad, por
lo que la tasa de mortalidad es baja (76). El procesc suele

remitir en pocos dias sin dejar secuelas.
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Existe un estado de portador en este tipo de enfermedad
que reviste mayor importancia cuando el sujeto en cuestidn es
manipulador de alimentos. Es dificil prevenir y sobre todo
controlar los posibles portadores, ya que gran parte de ellos
son portadores crénicos y asintomaticos. En la practica
resulta imposible realizar de forma sistemdtica un cultivo de
heces de todos los manipuladores de alimentos. Ademas se ha
demostrado, tras muchos estudios c¢on manipuladores de
alimentos, que coprocultivos negativos no indican en un alto
porcentaje de casos que el manipulador no sea portador de la
enfermedad, pudiendo en un momento determinado ocasionar una
contaminacién de los alimentos si sus medidas higiénicas no
son las adecuadas y, consecuentemente, provocar brote

epidémico (152).

2.2 Fuent de infeccién mecani trangmigid

Las fuentes de infeccidén en las salmonelosis son
generalmente alimentos contaminados . El1 origen de la
enfermedad es fécil de encontrar por regla general, ya que el
periodo de incubacién de estas gastroenteritis es corto y su

relacidén con el alimento causante es inmediata (11).

La distribucién del microorganisme por alimentos no esté
bien determinada. La gran diversidad de alimentcs
contaminados por Salmonella viene dada mAs por la féacil

identificacién de este germen en los alimentos que por la
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composicidén propia del alimento (70,72).

Son muchos los serotipos de Salmonella que se ven
implicados en toxiinfecciones alimentarias. Su distribucién

por alimentos varia seqin los paises (70,71).

Se ha podido demostrar que las condiciones
medicambientales son esenciales en la contaminacién del
alimentc. Muchos de los productos Jue se consumen vienen
infectados por gérmenes potencialmente patdgenos. Si las
condiciones no son favorables el riesgo de contaminacién del
alimento es escaso, pero si su crecimiento se ve favorecido
por unas condiciones medicambientales propicias pueden

ocasionar una importante toxiinfeccidén alimentaria.

Generalmente las fuentes de infeccidn son:

A) RESEYVorio _animal (alimento para animales
contaminado - infeccién del animal -» alimento -
hombre) .

Los animales mas frecuentemente infectados
son aves, cerdos y ganado. Dentro de las aves los
polleos son los mas susceptibles a la contaminacién
por salmonellas, debido fundamentalmente a su
produccidén masiva. Hay dos serotipos que producen
enfermedad especifica en estos animales:
Gallinarum y Pullorum (61,62).

Los patos y pavos suelen infectarse por
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Salmonella serotipo Enteritidis vy Salmonella
gserotipo Typhimurium (63).

Otras aves en general pueden ser contaminadas
por este microorganismo, pudiendo infectar al
hombre no sélc por su consume sino también por la
contaminacidén de otros animales o alimentos con
sus excretas (66).

Los huevos pueden ser contaminados durante su
formacidn por una infeccidén del ave, mediante el
paso del microorganismo a través de los poros de
la céscara (contaminacidén transovarica) (61).

Otros animales gque pueden infectarse con
salmonelas, aunque en una preoporcidén mucho menor
que en el caso de las aves, son los cerdos y el
ganado en general. En el caso del ganado vacuno es
Salmonella serotipo Dublin la mds frecuentemente
aislada. En el caso de ovejas y cabras el serotipo
mas frecuente es Abortusovis (produce aborto en
ovejas) (65). Salmonella serotipo Enteritidis,
Typhimurium, Dublin, Oranienburg y Java producen
graves trastornos en corderos (65).

Los animales domésticos pueden verse
contaminados, infectando posteriormente al hombre
por sus excretas. Los serotipos mas frecuentemente
implicados son: Salmonella serotipo Enteritidis y
Typhimurium (64).

Los artrépodos y pulgas son unos transmisores

ideales de la enfermedad, ya que transportan las
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B)

C)

salmonelas en sus patas o en la saliva. Asimismo
se aislan salmonelas de animales de sangre fria
(tortugas y lagartos) fundamentalmente de las

subespecies IIIa y IIIb (67).

Infecgcidn de log alimentog (60).

Los alimentos pueden estar contaminados por
alguna de las siguientes causas:

- E1 animal del cual deriva el alimento esté

infectado.

- El animal o el alimento estaba en contacto

con animales infectados.

- Contaminacidn del alimento en su

tratamiento y elaboracidn.

Reservorio humapo (60).

El portador de la enfermedad puede contaminar
alimentos, agua de mar, aguas recreativas,
residuales, etc.

Los alimentos mds frecuentemente infectados
son: huevos, leche y carne (69,73,74,75).

La contaminacidén de los alimentos puede ser
intrinseca (infeccién del animal del gque proceden)
0 extrinseca (contaminacién en su manipulacién)

(68) .
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Las enfermedades diarreicas en general son la mayor
causa de morbi-mortalidad en los paises en vias de
desarrollo. En los paises desarrollados, aunque la mortalidad

es escasa la morbilidad es alta (76).

La importancia de las gastroenteritis por Salmonella (no
Typhi) en los paises en vias de desarrollo es relativamente
menor con respecto a otros gérmenes causantes de diarreas,
mds por el aspecto benigno de su clinica que por el numero de
afectados .En los paises desarrollados Salmonella es la
principal causa de gastroenteritis, siendo su principal
fuente de infeccidén, como ya se ha mencionado anteriormente,

los alimentos contaminados {(77).

Existen datos muy dispares acerca del nimero de casos de
salmonelosis declarados en un determinado afio entre unos
paises y otros. Generalmente, el nimerc de casos declarados
no corresponde con el nimero real, dependiendo, en su mayor
parte, de la informacidén sanitaria de cada pais.
Paraddjicamente, paises con mejores condiciones higiénico-
sanitarias declaran mayor nimerc de casos de salmonelosis que
paises <con medidas mas deficitarias. Ello se debe,
fundamentalmente, a la informacidén epidemicldgica y control
sanitario existente. Otras veces es debido a que en
determinados paises los casos de diarreas por Salmonella no

tienen 1importancia, aunque sean un numeroc elevado, con
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respecto a diarreas mds graves causadas por otros gérmenes

mas patdgenos (vg. cblera).

Un ejemplo de todo esto aparece plasmado en un trabajo
realizado en Inglaterra en 1986, que recoge el nimerc de

casos declarados en distintos paises (78):

India: 1.210 Suecia: 4.396
Italia: 12,991 Tailandia: 3.252
Grecia: 204 Reino Unido: 14.415
Méxicao: 376 Venezuela: 170
Malasia: 2.143 EE.UU. : 42.028
Peri: 1.454 Yugoslavia: 10.0058
Rumania: 6.902 Zaire: 279

Dicho trabajo incluye un andlisis de la incidencia de
Salmonella por serotipos en distintos paises. Existen dos
serotipos mayoritarios implicados en la contaminacidén de
alimentos: serotipo Enteritidis y Typhimurium. Hasta 1986
Salmonella serotipo Typhimurium era el serotipo mas
frecuentemente aislado, pero a partir de ese afic Salmonella
serotipo Enteritidis pasé a ocupar la primera posicién,

siendo esto mds evidente en Europa que en América (78).

Asi pues, a partir de log dltimos 8 afios Salmonella
serotipo Enteritidis ha pasado a ser el serotipo mds
importante como causante de salmonelosis en Europa, América

del Norte y del Sur, pudiéndose incluir también Africa,
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aunque en este continente las diarreas mas importantes (mas
por su gravedad que por su frecuencia) no sean las prcducidas
por este microorganismo. La causa de este aumento no esta
clara pero se estima relacionada «con el consumo

indiscriminado de huevos y pollos contaminados (79).

En el trabajo anteriormente mencionado (78), se hace
también un estudio comparativo del nimero de casos producidos
por Salmonells serotipo Enteritidis y Typhimurium en

distintos paises durante 1986

PAISES N® TOTAL SEROTIPO SEROTIPO
CEPAS ENTERITIDIS TYPHIMURIUM
Austria 3.098 641 512
Bulgaria 1.559 719 403
Dinamarca 1.636 654 540
Finlandia 5.329 1.859 1.032
Hungria 17.488 g2.908 1.698
G.B. 14.415 5.885 4.001
EE.UU. 42.028 10.742 5.987

Fue a partir de 1988 cuando la frecuencia de Salmonella
serotipo Enteritidis aumentd en todos los paises (80). Esto
dio pie a numerosos estudios, asociindose el serotipo
Enteritidis en la mayoria de los casos al consumo de huevos

y pollos contaminados (81,82,83).
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En Espafia, al igual gue en el resto de los paises
desarrollados, el principal agente causal de las diarreas es
Salmonella (no Typhi). Estudics realizados por el Centro
Nacional de Referencia de salmonelas del Centro Nacional de
Microbiologia, Viroclogia e Inmunoclogia Sanitarias (CNMVIS)
del 1Instituto de Salud Carlos III asi 1lo confirman

{84,85,86,87,88,89,90} .

Hasta 1982 el serotipo mas frecuente era Typhimurium,
pero a partir de ese afio Enteritidis pasd a ser el serotipo

mayoritario en Espafia.

En la tabla 1 y grafico 1 aparecen reflejados los
serotipos mayoritarios entre 1980 y 1991, aprecidndose el
aumento progresivo de aislamientos de Salmonella serotipo
Enteritidis a partir de 1982, asi como la gran diferencia de
este serotipo y el serotipc Typhimurium con el resto de los
serotipos mayoritarios aislados en Espafia entre 1980 y 1991
(84,85,86,87,88,89,90). En todas las tablas y graficos que se
muestran a lo largo de este trabajo no se incluye el ndmero

de aislamientos de Salmonella serotipo Typhi.

El aumento progresivo que ha sufrido el serotipo
Enteritidis ha sido tanto en aislados de origen humanc como
no humano (90), existiendo una c¢lara influencia estacional

que da lugar a la aparicién de un pico en los meses de verano
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{(Grafico 2).

El grafico 3 recoge los porcentajes totales de los

serotipos mds abundantes en 1991.
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TABLA 1. SEROTIPOS MAYORITARIOS DEL GENERO SALMONELLA
AISLADOS EN ESPANA ENTRE 1980-1991.

e B E——

Enter | Typhm | Virch | Heide | Block | Agona | Ohic | Infn ]

e — e I —— ] m[
1980 36,7 40,9 0,9 4,0 2,6 2,4 2,0 1,6
1981 35,9 37,5 0,6 6,1 3,5 1,9 0,9 2,1
1982 35,8 28,0 0,9 5,1 5,3 2,8 0,9 3,1
1983 43,0 21,6 0,5 3,3 2,9 0,2 5,8 4,2
1584 45,2 12,5 3,0 1,6 2,1 0,5 2,9 3,6
1985 61,7 13,1 3,1 0,7 0,9 0,2 2,7 r 1,8
1986 93,5 12,7 5,9 0,6 1,5 0,1 2,4 2,3
1987 63,4 8,3 6,9 0,2 1,2 0,5 1,8 0,9
1988 50,9 12,5 7.7 0,5 0,0 1,6 1,7 0,6
1989 48,6 14,1 6,6 0,1 0,6 1,6 | 0,1 2,3
1990 46,4 16,5 4,9 0,4 0,3 1,2 1,5 1,9
1991 44,0 21,1 5,8 0,3 0,1 0,5 1,6 1,0

Enter: Enteritidis / Typhm: Typhimurium / Virch: Virchow

Heide: Heidelberg / Block: Blockley / Infn:
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Grafico 1. SEROTIPOS MAS FRECUENTES DEL GENERO SALMONELLA AISLADOS EN ESPANA ENTRE 1980-1991
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Grafico 2. INFLUENCIA ESTACIONAL DE GASTROENTERITIDIS AGUDA POR SALMONELLA SEROTIPO ENTERITIDIS
(1985-1988)
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Grafico 3. PORCENTAJES TOTALES DE LOS DIEZ SEROTIPOS MAS ABUNDANTES EN ESPANA
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La exposicién del microorganismo Salmonella serotipo

Enteritidis se hari, en este trabajo, de forma global con el
resto de los serotipos que constituyen el género Salmonella,
ya que este serotipo no presenta ninguna excepcidén a las

caracteristicas generales del género al que pertenece.

3.1 Posicidén taxonémica y nomenclatura.

Las bacterias que componen el género Salmonella fueron
exhaustivamente estudiadas en la primera mitad de este siglo,
lo que 1llevé a conferir a 1los distintos serotipos la
categoria de especies (107). Esta situacidn atipica, objeto
de controversias, condujo al equipo del profesor L. Le Minor
a realizar, a principios de la década de los ochenta, un
amplio estudic taxondmico basado en taxonomia numérica y en

la homologia ADN-ADN (91,92}.

Para ello realizaron una seleccidn de cepas
representativas de los distintos subgéneros de Kauffmann (93)

y de los principales serotipos y biotipos (94).

Los resultados obtenidos les llevaron a postular la
existencia de una sola especie y 6 subespecies, afiadiéndose

posteriormente, en el afio 1986, una séptima subespecie (95).
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Por lo tanto, el serotipo perdid la categoria taxondmica de
especie, que hasta entonces habia tenido, concediéndosele a
partir de entonces un valor como marcador epidemiolégico, al

igual que sucede con los distintos biotipos, fagotipos, etc.

En base a los trabajos anteriormente mencionados y a una
modificacién realizada en el afio 1987 (94), la nomenclatura

de las distintas subespecies queda de la siguiente forma:

Salmonella enterica para la especie.

- Salmonella enterica, subespecie enterica, para la
subespecie I.

- Salmonella enterica, subespecie salamae, para la
subespecie IT.

- e ica, subespecie arizonae, para la
subespecie IIIa.

- Salwmonella enterica, subespecie diarizonae, para

la subespecie IIIb.

- enterica, subespecie heutanae, para la

subespecie IV.

- Salmonella enterica, subespecie bongori, para la

subespecie V.

- Salmonella enterica, subespecie indica, para la

subespecie VI.

Seglin este criterio el serotipo se escribiria sin
subrayar, empezando con una letra mayldscula. Ahora bien,

debido al uso general de la nomenclatura antigua en los
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trabajos anteriormente citados (94,95), se propone que, a
efectos préacticos y para no complicar la nomenclatura actual,
se mantengan los serotipos tradicionales precedidos por la
palabra serotipo, como se indica en el siguiente ejemplo:

Salmopella enterica,  subespecie  enterica,  serotipo
Enteritidis o Salmonella serotipo Enteritidis.

En un trabajo de 1989 Reeves et al. {95,98), basandose en
estudios genéticos, proponen gque la subespecie bongori sea
elevada a la categoria de especie, quedando, por lo tanto,
segin dicho autor, en el género Salmonella dos especies:
Salmonella entgrica, con 6 subespecies, y Salmonslla bongoxi-

34



3.2 Caracterigticas genersles v bioquimicag

Salmonella serotipo Enteritidis se encuentra dentro del

género Salmonella y de la familia Enterobactexriaceae (96).

El género Salmonella estd compuesto por bacterias Gram
negativas (0,5-0,8 x 1 micras), no esporuladas, no capsuladas

(salvoc Salmonella serotipos Typhi, Paratyphi C y Dublin),

normalmente méviles por flagelos peritricos (excepto
Salmonella serotipo Gallinarum}, aerobias o© anaerobias

facultativas. Crecen bien en medios ordinarios entre limites
de pH 6-8, con temperatura Optima de 37,5°C. Crecen en

colonias circulares (2-4um de didmetro), planas, convexas y

brillantes (96).

Pueden sobrevivir en el agua durante 2 & 3 semanas y en
aguas residuales entre 1 y 2 meses; en el hielo y en la nieve
persisten viables wmds de 3 meses. En contraste, se destruyen
rdpidamente al pasteurizar la leche o clorar el agua y son

sensibles a losg desinfectantes habituales. E1 fenol al 5% las

mata en 5 minutos (96).

Sus principales caracteres bioguimicos son:

Movilidad +
Ureasa -
Indol -
SH, en "TSI" +
Lactosa -
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Citrato de Simmons
Rojo de metilo

Voges Proskauer
Fenilamina deaminasa
Lisin decarboxilasa
Arginin decarboxilasa
KCN

Gelatina 22C
Malonato

Ornitin decarboxilasa
Produccién de gas a partir de glucosa
Fermentacidn de la glucosa
Sacarosa

Manitol

Salicina

Adonitol

Dulcitol

Inositol

Sorbitol

Arabinasa

Rafinasa

Rhamnasa

12 T o )

+

d: diferentes tipos bioguimicos.

{+): positiva tardia.
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3.3 Aiglamiento e identificacidn.

El aislamiento e identificacién de Salmonella serotipo
Enteritidis se realiza, generalmente, a partir de
coprocultivos (al igual que la mayor parte de los serotipos
que constituyen el género Salmonella), por lo que se han
ideado medics para evitar el crecimiento de la flora
saprofita entérica y facilitar, de este modo, el desarrcllo

de los patégenos intestinales (11).

Si sb6lo existe la posibilidad de utilizar un inico medio
de enriquecimiento se suele emplear caldo GN (Gram negativos)
para fines generales, aungue existen otros mas especificos
para cada uno de los diferentes géneros de enterobacterias.
Uno de los mas UGtiles es el tetrationato de Muller (al

modificarle con sales biliares es medio de Kauffmann).

Los medios de aislamiento mds frecuentemente usados para
Salmonella son:

- Medios no inhibidores: agar sangre o agar
nutritivo.

- Medios no inhibidores diferenciales: agar azul de.
bromotimol, agar lactosa rojo fenol.

- Medios de escasa selectividad: agar McConkey, agar
eosina azul de metileno (EMB).

- Medios moderadamente selectivos: agar Salmonella -
Shigellg,

- Medios muy selectivos: agar sulfito de bismuto,
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pero sélo para el serotipo Typhi, o agar verde

brillante para salmonellas en general.

También es posible aislar salmonellas no sdlo de heces
sino de abscesos, orina y, en casc de bacteriemias, de

sangre.

El hemocultivo normalmente da resultado positivo en la
mayoria de los casos no tratados entre los 7 y los 10
primeros dias de la enfermedad (11). La muestra debe ser
tomada preferentemente en el periodo de subida de temperatura
y deberd repetirse varias veces en el transcurso del dia. La
sangre se siembra en un medio nutritivo liquido o semisélido.
Para pasos sucesivos se emplearan frascos de Castafieda donde

se asocia medio ligquido y medio sélido.

La poblacién de bacterias presentes en sangre es
normalmente pequefia, de 10 a 20 ufc/ml, por lo que es

conveniente sembrar una cantidad igual o mayor dque esta.

Otra posibilidad es aislar la bacteria a partir de un
codagulo que se obtiene de la muestra de sangre extraida. Es
necesario lisar dicho codgulo mediante estreptoquinasas o por
la bilis del medio de tetrationato (medio de Muller-

Kauffmann) (97).

Tras el aislamiento del germen, las colonias sospechosas

se siembran en medios de identificacién bioquimica (96).
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3.4 Estructura antigénica

El género Salmonella tiene tres clases de antigenos
utilizados como marcadores epidemioldgicos y que dan lugar a
los distintos serotipos. Estos son: los antigenos somaticos
"O", los antigenos flagelares "H" y el antigeno capsular "Vin®

{99} .

En Salmonella serotipo Enteritidis dichos antigenos

tienen las siguientes caracteristicas:

* Antigeno somatico “O":

Es un antigeno termoestable, complejo, de
naturaleza lipopolisacaroidea (LPS). Las moléculas,
segln Luderitz (100), se pueden dividir en tres regiones
(I, IT y III). La regién III corresponde al lipido A,
principal determinante de la toxicidad del LPS. La
regién II es de naturaleza polisacdrida y muy similar en
todas las salmonellas. La regidén I ha sido estudiada con
mucho detenimiento en los Gltimos aflos, es de naturaleza
polisacarida, es variable y responsable de la
especificidad de los antigenos somdticos. Esta regidn,
segun Jann (101), es como se indica en el esquema

siguiente:

39



Tyvulosa ‘ 2-0 Acetil-glucosamina
1,3 | 6 1,410
- Manosa ----- Rhamnosa ----- galactosa ----
2 1,4 1,3 1
La presencia del antigeno somdtico se detecta por
técnicas de aglutinacién en tubo, porta 0

microaglutinacién.

Los antigenos somAticos se ven sometidos a
fenémenos que cambian la estructura del LPS (102). La
variacidn Lisa-Rugosa es la mds importante (103). Es una
variacidén que sucede en todas las salmonellas y se debe
a mutaciones que blogquean diferentes pasos en la
sintesis de la cadena polisacdrida, tanto en la regién

I como en la regién II.

Existen otras variaciones que son:
S - T->1R {93)

- Variacién inducida por bacteridfagos (104).

Se conocen, dentro del género Salmopnella, 67
factores antigénicos "O" distintos. Se 1les puede

clasificar en:

- Factores antigénicos mayores o de grupo: Estos
factores tienen un alto poder discriminatoric. Su

estudio permite clasificar las salmonellas en

grupos (A, B, C, C,, G, D, D, ...). Salmonella
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serotipo Enteritidis pertenece al grupo D,.

- Pactores antigénicos menores © accesoriosg: De
escaso poder discriminatorio, suelen ir asociados

a uno o varios factores antigénicos mayores.

Los antigenos somdticos del serotipo Enteritidis
son 1, 9 y 12. El1 antigeno 1 puede, en ocasiones, no

existir (10%).

* Antigenos flagelares "H":

Los flagelos son peritricos y tienen estructura
compleja, formada por un cuerpo basal, cuello vy
filamentos. La especificidad antigénica reside en
determinadas proteinas del filamento, 1llamadas
flagelinas, cuyo peso molecular varia entre 51.000 y
57.000. La flagelina estd formada por mondmeros que se
repiten y tienen una parte comin y una parte variable.
Se cree gque es en la parte variable donde reside la

capacidad antigénica flagelar.

En la practica, la deteccidn de los antigenos
flagelares se hace por aglutinacidén en porta, tubo o
microcapsula a partir de una suspensién de gérmenes muy
méviles. La aglutinacidén es répida, reversible y tiene

un aspecto flocular.
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Los antigenos flagelares "H" tienen dos

caracteristicas especiales (106):

- Ciertos tipos de Salmonella sdlo pueden
fabricar flagelos de una sola especificidad.
El antigeno "H", en este caso, se llama
monofdsico. En este grupo estd incluido el

serotipo Enteritidis.

- La mayor parte de los serotipos de Salmonella
estin capacitados para eXpresar
alternativamente dos especificidades de su
antigeno "H". En este caso el antigeno se

llama difasico.

La variacién mds importante que sufre el antigeno
"H" en el género Salmonella es la variacidn de cambio de
fase. Muchos de los serotipos de este género tienen dos
fases (I y II) y otros poseen una sola. Las cepas que
tienen dos fases representan en su genoma la informacién
para ambas fases; sin embargo, cada bacteria sélo
expresa una de ellas, pudiendo revertir una en otra. La
fase I revierte en la fase II una vez cada 1.000 &

10.000 divisiones. La fase II revierte en la fase I con

una frecuencia menor.

En orden a los antigenos somatico y flagelares,

Kauffmann-white han establecido un esquema para los
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distintos serotipos de Salmopnella que se han descubierto

hasta hoy (4). -

Salmonella serotipo Enteritidis, como ya se ha
mencionado, sélo posee la fase I de su antigeno "H" (es
un antigeno "H" monofédsico). Su esquema antigénico con

respecto a H es:

gm: -
gm: antigeno "H" de fase I.

-: no posee antigeno "H" de fase II.

* Antigeno capsular:

Salmonella serotipo Enteritidis carece de é&l.
Es un antigeno poco frecuente en salmonelas. S6lo

presentan antigeno capsular 3 serotipos: Typhi, Dublin

y Paratyphi C.

3.5 Marcadores epidemioldgicos

Los marcadores epidemioldgicos usados para el estudio de

Salmonella serotipo Enteritidis se aplican también para el

estudio de otros serotipos.
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Le Minor diferencia los marcadores epidemioldgicos para
Salmonella en mayores y menores (108). Los mayores vieneh
determinados por genes cromosdémicos. Estos determinan la
especie, subespecie y serotipos. El méds importante es la
serologia. Los menores son aguellos que estén afectados por
replicones extracromosémicos o no tienen la suficiente
estabilidad genética; se utilizan para dividir los serotipos.
Estos son: biotipia, auxotipia, patrones electroforéticos de
isoenzimas, sensibilidad a antimicrobianos, fagotipia,

bacteriocinotipia, perfiles plasmidicos, etc.

En cuantc a los mayores pocas novedades han aparecido en
los dltimos aflos, a excepcidén de 1la nueva nomenclatura
anteriormente citada, diferencidndose las especies por

algunas caracteristicas bioquimicas (109).

3.5.1 Serotipia.

Es una técnica tradicionalmente empleada en el estudio
de las salmonelas, debido a que en ella confluyen las
propiedades basicas de todo marcador epidemiolégico (4), como
son:

- Buena sensibilidad.
- Estabilidad.
- Reproducibilidad.

- Alto poder discriminatorio.
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Kauffmann (93) fue principalmente guien desarrolld este
marcador y, gracias a é&l, hoy en dia se pueden distinguir un

nimerc mayor a 2.300 serotipos diferentes.

Son numerosos los trabajos publicados sobre el origen y

distribucién mundial de los distintos serotipos (90,110}).

El fundamento de la serotipia radica en la deteccidn de
agquellos antigenos esenciales del wmicroorganismo y dque
habitualmente forman parte de sus estructuras exteriores. La
serotipia se realiza con sueros cobtenidos a partir de conejos
inoculados, teniéndose que realizar a veces absorciones para

eliminar las reacciones cruzadas que pudieran existir.

Las técnicas de serotipia mds utilizadas son: la
aglutinacidén en porta, en tubo y una variante de ésta que es

la aglutinacién en microplaca.

La serotipia determina la estructura antigénica de 1la
bacteria que, atendiendo al esquema de Kauffmann-White (93),

nos dard el serotipo buscado.

Por Ultimo, solo cabria destacar que, segin Le Minor
(108), el 99,7% de las cepas de Salmonella de origen humano
pertenecen a los serotipos de la subespecie I, en la cual

estd incluidc el serotipo Enteritidis.
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3.5.2 Registencia a antimicrobianosg.

La antibiotipia es una técnica de marcaje gque consiste
en la deteccidn de resistencias de los microorganismos a
distintos antimicrobianos, pudiendo establecer diferencias

dentro de un mismo serotipo.
La resistencia puede tener dos origenes:

- No genético: Por pérdida de receptores especificos
0 simplemente porque el germen es fenotipicamente

registente a un medicamento.

- Genético: Por resistencia cromosdmica, debido a
una mutacidén espontdnea y por resistencia extra-
cromosémica, por pldsmidos del citoplasma o del

cromosoma bacterianc.

Las salmonellas presentan, con mucha frecuencia, una
resistencia en bloque a la ampicilina, estreptomicina,

kanamicina, cloranfenicol y tetraciclina.

La resistencia a antimicrcbiancs puede ser de gran
utilidad como marcador epidemioldégico complementario, sobre
todo en los casos en gque los marcadores epidemioldgicos
tradicionales no aporten 1la suficiente discriminacidn

(111,112) .
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3.5.3 Marcadoreg moleculareg.

3.5.3.1 Plasmidotipia.

Es un marcador epidemioldgico que se basa en la
tipificacién de cepas mediante la obtencidn y caracterizacidn

de pléasmidos (113,114).

Los pldsmidos, en ocasiones, portan dgenes que confieren
nuevas propiedades al huésped. Los plasmidos mas conocidos

son:

- Factores sexuales.

- Factores col.

- Plasmidos metabdlicos.

- Plasmidos de resistencia.
- Plasmidos degradantes.

- Plasmidos de virulencia.

La técnica de la plasmidotipia se basa en la deteccién
y caracterizacidn de los plasmidos atendiendo a su peso

molecular y migracidén electroforética en geles de agarosa.

Los métodos mas utilizados para la extraccidn plasmidica

s0on:

- Kado y Liu (115}.

- Birboim y Doly (116).
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Una modificacién del método de Kado y Liu es el
propuesto por Nakamura y Sato (117). Es una técnica descrita

fundamentalmente para Salmonella Enteritidis.

En el Laboratorio de Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. se
hizo un trabajc sobre contenido plasmidico de cepas de
Salmonella Enteritidis (118), encontrdndose 8 perfiles
plasmidicos diferentes (Tabla 2). Se vio que en el 80% de los
casos aislados estudiados y en el 61,5% de los brotes

aparecia un pldsmido de 36 Md (corresponde al perfil I).

TABLA 2. PERFILES PLASMIDICOS EN CEPAS DE SALMONELLA
SEROTIPO ENTERITIDIS. PORCENTAJES EN CASOs

AISLADOS Y BROTES.

e ——— e —_——
Perfiles Contenido Casos Brotes
plasmidicos plasmidico aislados (%)
===============Eﬁﬁﬁégggéﬁﬁﬁ== %) e e |
I 36 80 61.5
I 36;2.6;1.2 1 10 7.7
IIT 36;3.9;2.4 4 ! 7.7
v 5.3;3.3 Q L 7.7
v 36;1.8;1.2 0 7.7
VI 55;36;22;5.5 2 0
VII 36;1.8 2 0
VIII 36;1.2 _ 2 0
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3.5.3.2 Patrones de fragmentos de ADN cortades con

endonucleasas de restrincidén.

Pueden aplicarse sobre ADN plasmidico y sobre ADN
cromosémico de las «cepas que se desean ‘estudiar

(119,120,121} .

Estﬁdios realizados por Chart (122) demuestran dque
determinadas cepas de Salmonella serotipo Enteritidis (cepas
fagotipo 4 por el esquema de fagotipia de L.R. Ward (153)) se
encuentran en posesidén, casi en su totalidad, de un plasmido

de 36 Md que les confiere especial virulencia.

Existen trabajos preliminares hechos con endonucleasas
sobre ADN cromosdmico de cepas de Salmonella serotipo
Enteritidis, en los que se ha observado que tales cepas

tenian précticamente el mismo patrén de restrincién (123).

3.5.3.3 Ribotipia.

Se basa en el estudio de los patrones de restrincidn de
los genes de ARN ribosémico. Es una técnica estable vy
reproducible pero que hasta la actualidad se ha aplicado tan
solo a unocs pocos serotipos de Salmonella , pudiendo ser
utilizada como marcador complementario de otros marcadores

epidemiologicos (124).
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3.5.4 Patroneg electroforéticos de isoenzimas.

Reeves vy cols.{(125) y Selander Yy cols.(126) han
realizado estudios de patrones electroforéticos de enzimas de
Salmonella serctipo Typhi, demostrando que las cepas
estudiadas provenientes de distintas partes del mundo
proceden de un solo clon, seguin Reeves, o dos clones, segln
Selander, lo cual, aunque es muy interesante

filogenéticamente, es poco Util como marcador epidemioclédgico.

3.5.5 Fagotipia.

La fagotipia es un sistema de marcaje que se basa en la

tipificacién de cepas por medio de bacteridéfagos (137).

De todos 1los marcadores epidemioldgigos expuestos
anteriormente éste es el mas utilizado para subdividir

serotipos del género Salmonella.

3.5.5.1 Bacteridéfagos.

Los Dbacteriéfagos son virus que infectan a las
bacterias. Estdn compuestos por cabeza y cola. La cabeza
contiene &l acido nucleico, rodeado de una cubierta proteica
o cdpside, la cual estd formada por subunidades idénticas

agrupadas para formar una estructura prismitica. E1 diadmetro
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de la cabeza oscila entre 25um en los pequefios y 100X70um en
los grandes. La cola suele ser larga vy flexible,
monocontractil (T5) o rigida contrdctil (T4,P2...). Es el
érgano de unién a la bacteria. Su composicidn no es muy
conocida. Su estructura es generalmente proteica
(128,140,141) . Generalmente, el receptor de la bacteria se

encuentra en el lipopolisacdrido del antigenoc Q (128).
Existen, fundamentalmente, dos tipos de bacteridfagos:

- Salvaieg o gilvegtresg: Se encuentran en la

naturaleza. Dentro de éstos existe una variedad
gue son los bacteriéfagos adaptados. Estos Ultimos
son especificos para un tipo determinado de
Salmonella. Se pensd, en un principic, que éstos
eran mutadores de la célula huésped, pero mas
tarde se vio gue eran los propios fagos los que
sufrian modificaciones al ser enfrentados en
varias ocasiones a una misma cepa, de forma que se
hacian activos frente a cepas que en un principio

no lisaban (130,131,132).

- Lisogénicos: Forman parte de la estructura
genética de la bacteria. La situacién de lisogenia
es una forma especial de interaccidén virus-
huésped, basada en la asociacidén intima del ADN
virico y bacteriano. Existe un entrecruzamiento

entre el ADN del virus y el ADN bacteriano,
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empleando el mismo mecanismo de rotura Yy
recombinacién observado en la recombinacidn
genética. $8lo presentan poder litico frente a su
célula  huésped si sufren algfin tipo de

modificacién genética.

El esquema 1 representa la estructura de un
bacteridéfago. E1 esqguema 2 representa el mecanismo de
insercién-recombinacidén de un bacteriéfago lisogénico con su

célula huésped.

3.5.5.2 Ciclo del bacteridfago y del huésped.

La absorcién e infeccién de 1la bacteria por el

bacteridfago consta de varias etapas (140,141):

A.- Interaccién
B.- Fijacién
C.- Penetracidén

D.- Salida del bacteridéfago

El esquema 3 representa el ciclo del bacteridéfago y el

huésped.
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3.5.5.3 Esquemas de Fagotipia.

Un esquema de fagotipia consta de un juego de
bacteriéfagos y de una serie de fagotipos resultantes de la
accidn de estos bacteridfagos sobre un grupo de cepas que se

desea tipar.

En relacién al tipo de bacteridéfagos usados, existen

varios modelos de esquemas de fagotipia (129):

A.- Sistema de fagotipia formado por bacteriéfagos
salvajes y un ndimero de bacteridfagos derivados de

los salvajes por adaptacidén (130).

B.- Sistema de fagotipia formado por bacteridfagos

salvajes, sus adaptados y lisogénicos (134,142).

C.- Sistema formado por bacteriéfagos silvestres y

lisogénicos (133).

D.- Sistema formado por bacteriéfagos 1lisogénicos

(134,135,136) .

Existen esquemas de fagotipia desarrollados para
determinados serotipos de Salmonella (138). Los esquemas
internacionalmente establecidos son para los serotipos Typhi,

Paratyphi A y B y Typhimurium (139).
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Los trabajos de Felix y Craigie sobre desarrollo de
esquemas de fagotipia condujeron a la formacidn del Comite
Internacional para Fagotipia de Patdgenos Entéricos (IFEPT),
que nombré como Laboratorio Internacional de Referencia a la

Divisidén de Patdgenos Entéricos de Colindale, Londres (127).

En nuestro Laboratorio, en 1987 se desarrolld un esquema
de fagotipia para Salmepella serotipo Enteritidis (133). Su
uso es exclusivamente local. Aunque presenta una alta
tipabilidad, su poder discriminatorio es bajo, siendo

necesario mejorarlo.

3.5.5.4 Técnicas de Fagotipia.

Existen, fundamentalmente, dos técnicas de fagotipia:

- Directa: <Consistente en el aislamiento de
bacteriéfagos salvajes de la naturaleza y su
posterior aplicacién a un conjunto de cepas gque se

desean estudiar.

- Indirecta: Consistente en la induccién de
bacteridéfagos de las propias cepas y, una vez
transformados en liticos, formar con ellos un

juege de fagotipia para las cepas a estudiar.

El esquema 4 representa las técnicas de la fagotipia
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directa (juego de bacteriéfagos silvestres) y la fagotipia

indirecta (juego de bacteridfagos lisogénicos).
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Esquema 1. ESTRUCTURA DE UN BACTERIOFAGO

Fago Activo : ler. Estado

Cabeza
(con ADN)

Cuello

Cola
expandida

!

| M1 I Apendices

Fago Inac

AN

e —

fivo: 2¢ Estado

Cabeza
vacia

l , Cuello

Cola
contraida

Fibras
caudales
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Esquema 2. MECANISMO INSERCION RECOMBINACION
DE UN BACTERIOFAGO LISOGENICO

Insercion
ADN fago

Separacion

ADN fago insertado

ADN Bacteriano

ADN Bacteriano /

ADN Bacteriano ADN Bacteriang
Profago
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Esquema 3. CICLO BACTERIOFAGO-HUESPED

Ciclo vida

Bacteria

no infectada

Absorcion

bacteriofago libre

Bacteriofago \} o

libre

D Bacteria

Bacteriofago

Perdida profago

L o Cicio vida
- - bacteria
lisogena
—1 | Reduccion
| a profago
Infeccion

/%\ Desarrollo del profago
i }‘I\M

a fago vegetativo

Madwuracion L

Infeccion ; Maduracion

5

litica bacteriofago

\.hh

Lisis bacteriana

58



6¢

SIPIILIEe°g sedan agnyed vdop

! A

ojsandosd oBony

opronpul o3eg ;
sopeisie sodejorianseg
n9.l;ed eds) | J

VSAHANI VIdILODVA VLOHYId VIdILOOVA

I ERFLNI |- I I O N Rl . 117 F

VIdILODVH dd SVOINDAL ‘y ewanbsy




OBJETIVOS
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QBJETIV

El elevado nimeroc de toxiinfecciones alimentarias en
Espafla producidas por Salmonella y, dentro de este género, la
supremacia de los aislamientos del serotipo Enteritidis,
unido a la falta de marcadores epidemiolégicos homologados
internacionalmente para este serotipo, nos ha llevado a la
configuracidén de un nuevo marcador epidemiologico
complementario para este serotipo, con el fin de mejorar la
vigilancia epidemioldégica y el control de la Salmonelosis

producida por Salmonella serotipo Enteritidis.

OBJETIVOS COMPIL ARIOS

1.- Busqueda, aislamiento y seleccidén de bacteridfagos
silvestres 1liticos frente a Salmonella serotipo
Enteritidis, aislados de aguas residuales de distintas

zonas geogrificas de Egpaifia.

2.- Blsqueda, aislamiento y seleccién de bacteridfagos

lisogénicos en cepas de Salmonella serotipo Enteritidis.

3.- Ampliacién y desarrollo del esquema de fagotipia
autdéctono (133), elaborado en el Laboratorio de
Enterobacterias del C.N.M.V.I.S., en trabajos anteriores,
aportando nuevos bacteridfages salvajes y lisogénicos

previamente seleccionados.
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W

Evaluacidn de otros esquemas de fagotipia de Salmonella
serotipo Enteritidis autdctonos de otros paises y de
QOtrosS microorganismog Con caracteristicas semejantes a
este, para su posible aplicacidén en cepas de este
serotipo aisladas en Espafia, asi ccmo la posible
incorporacidn de algun bacteridfago de estos esquemas al

nuestro.

Aplicacién del nuevo esquema de fagotipia autdctono una

vez configurado en cepas de Salmonella Serotfipo

Enteritidis para comprobar su poder discriminatorio.

Aplicacidén del nuevo esquema de fagotipia autdctono a
brotes de gastroenteritis ocasilonados por una
toxiinfeccidén alimentaria preducida por cepas de

Salmonelly serotipo Enteritidis.,

Evaluacién de la eficacia de la fagotipia como marcador

epidemioldgico complementario para cepas de Salmonella

gserotipo Enteritidis.
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MATERIAL
Y

METODOS
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1 MUESTRAS DE AGUA.

1.1 Qrigen de las muestras de aqua.

Las muestras de agua fueron el material de aislamiento
de bacteridéfagos salvajes. Dichas muestras procedian de:

-Aguas residuales.

-Aguas estancadas.

-Aguas de entrada y salida de depuradoras.

-Aguas contaminadas de superficies (rios, lagos, mar

o

CCt.

Fueron remitidas por laboratorios de Microbiologia de
diferentes provincias Espafiolas, que habitualmente envian

cepas de Salmonella a nuestro laboratorio para su estudio.

La recogida y envio de las muestras de agua se hizo
siguiendo un protocolo que les fue remitido. Dicho protocolo

se detalla a continuacidn:

PROTOCOLO DE RECOGIDA Y ENVIO DE MUESTRAS DE AGUA:

1.- Puntos de recogida:
- Aguas fecales de colectores de salidas de

alcantarillado.

- Aguas fecales de entradas y/o salidas de depura-

doras.
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- Aguas de regadio.

- Aguas estancadas.

2.- Toma de la muestra:
- Tomar dos litros de agua de dos puntos de reco-
gida diferentes.
- En cada frasco, anotar en la etiqueta el lugar
de recogida.
- Conservar en nevera (4°C) hasta el momento del

envio.

3.- Eavio de la muestra:
- Remitir a nuestro laboratorio, en un plazo no
superior a tres dias desde la fecha de recogida.

- Enviar por correo ordinario.

1.2 Seleccidn de las muestrasg de agqua.

De todas las muestras de agua recibidas se hizo una

gseleccidn, basada fundamentalmente en:

- Calidad de 1la muestra.
- Diversidad geografica.

- Distintos origenes de recogida de la muestra.

Se seleccionaron finalmente 16 muestras procedentes de

g8 provincias espafiolas. Esta seleccidn viene reflejada en la
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TABLA 3.

~abla 3.

MUESTRAS DE AGUA SELECCIONADAS PARA EL AISLAMIENTO

DE BACTERIOFAGOS SALVAJES.

e e ————————————————_

LOCALIDAD

Burgos

p— ]
Canarias

e - -
Guadalajara

{

e — ]
La Rioja

e ———
Murcia

Palma de
Mallorca

Pamplona

e
Vizcaya

Y —— __—__—— - __ - —— 1

PUNTOS DE RECOGIDA
e e e e e e e

Entrada depuradora

il

Alcantarillado urbano
E——— ———————— — — 1

I
Alcantarillado urbano

e——

Agua de mar
= ————— — ————}

Alcantarillado urbano
{Guadalajara capital)

Alcantarillado urbano
(Humanes de Mohernando)
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2 CEPAS DE SALMONELLA SERQTIPO ENTERITIDIS.

2.1 Procedencia v origen de lag cepas.

Las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis

seleccicnadas para este trabajo proceden de la coleccidn de
cepas de Salmonella existente en el Laboratorio de
Enterobacterias del <Centro Nacional de Microbiologia
Vircleogia e Inmunologia Sanitarias (C.N.M.V.I.S.) del
Institutco de Salud Carles III. Las cepas son remitidas
periddicamente por distintos laboratorios de Microbiologia de

toda Espafia para su estudio.

Todas las cepas seleccionadas fueron de origen humano.

Se aislaron de heces de persconas afectas de un proceso de

gastroenteritis por Salmonella serotipo Enteritidis o de

portadores asintomdticos de la enfermedad.

2.2 Digtribucidén de las cepas en grupos.

Se selecciocnaron un total de 1.706 cepas de Salmonella
serotipo Enteritidis, pertenecientes a cince grupos. Estos

SOI:

- GRUPO PRIMERQO: Formado por 50 cepas de Salmonellas
serotipo Enteritidis elegidas entre todas las cepas de

este serotipo existentes en el Laboratorio de
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Entercbacterias del C.N.M.V.I.S. Estas cepas se
seleccionaron atendiendo a la maxima diversidad
geogridfica y fecha de aislamiento de la muestra, entre

1981 y 1991 (Tabla 4).

GRUPQO SEGUNDQ: formado por 100 cepas seleccionadas con
el criterio del grupe anteriecr. Son cepas asimismo
pextenecientes a la coleccidén existente en =1
Laboratorio de Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. Su

distribucién geografica viene representada en el Mapa 1.

GRUPO TERCERO: formadeo a su vez por dos subgrupos:

- SUBGRUPO A: Formado por 9 cepas de Ssimoneila
serotipo Enteritidis correspondientes, cada una de
ellas, a los 9 fagotipos del esquema autdctono
{133), elaborado en estudios previos en el
Laboratoric de Enterobacterias del C.N.M.V.I.S.
Este grupo viene representado en la Tabla &

-

- SUBGRUPC B: Formade por 5 cepas de Saimoneiis

serotipo Enteritidis no fagotipables por el juego
autdctono (133). En la Tabla 6 viene representado

dicho grupo.

GRUPO CUARTO: formado por 1500 cepas de Szimoneiis
serotipo Enteritidis seleccionadas de la coleccidn de

alslados de <este serotipo del Laboratorio de
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Enterobacterias del C.N.M.V.I.S5. Se eligiercon atendiendo
a los mismos criterios aplicados para el grupo primero.
Este grupo incluye las cepas pertenecientes al segundo
grupo. El Mapa 2 recoge la distribucidn geografica de

gste cuarto grupo.

GRUPO QUINTO: formado por 42 cepas pertenecientes a 8
brotes de gastroenteritis por Salmopella serotipo
Enteritidis tras una toxiinfeccidén alimentaria. Los
brotes fueron numerados correlativamente del 1 al 8.

Este grupo viene reflejado en la Tabla 7.
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TABLA 4.

GRUPO PRIMERQ. DATOS EPIDEMIOLOGICOS.

ORIGEN HUMANO
Ne ANO PROCEDENCIA _ -
CEPA AISLA- GEOGRAFICA ENFERMO | EDAD | BROTE O
MIENTO Q CASQO
PORTADOR ATSLADO
93— —— —H — — — 1 —— —————————H
7B041 1985 Madrid Enfermo 34 Aislado
78099 1385 Madrid | Enfermo 15 hislado
78299 1985 Barcelona Enfermo [ &6 m Aislado
78863 1985 Zaragoza Enfermo 38 Aislado
78881 1985 Barcelona rEnfermo 20 Aislado
79133 1985 Alicante | _Enfermo | 2 Aislado
79279 1985 Toledo Enfermo 2 Aislado
B {Talavera)
79649 1985 Madrid r_Enfermo NC Aislado
79672 | 1985 Barcelona F_Enfermo 42 Aislado
73678 1985 Madrid Enfermo 45 Aislado
80041 1986 Vitoria Enfermo 9 Aislado

F_80048 1986 Madrid Enfermo 15 Aislado
80063 198¢ Milaga |_Enfermo NC Aislado
80238 1986 Barcelona | Enfermo NC Aisladoﬁ
80253 1986 Asturias Enfermo 2 Aislado

{Avilés) 1
80371 1986 La Rioja Enfermo 32 | Aislado
80441 1986 Gerona I Enfermo NC Aislado
EQ523 1986 Barcelona Enfermo 8 Aislado
80544 1986 Zaragoza Bortador NC Aislado
86946 1986 Madrid Portador NC Aislado
(Fuenlabrada)

;788158 1986 Barcelona Enfermo | 22 Alslado
88523 1986 Barcelona EnfermogJ NC Aislado
88736 1986 Madrid Enfermo S Aislado
88825 1986 Zaragoza | Enfermo NC | Aislado

| 89015 1986 Guadalajara Enfermo 35 Brote
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89022 1986 Toledo Enfermo NC Brotea
(Talavera)
89031 1986 Pampliona Enfermo 5 Aislado
89033 | 1986 Zamora Enfermo 9 Aislado
89043 1986 Alicante Enfermo NC Aislado
85193 1986 Barcelona Portador NC Brote
{Tarrasa)
89328 | 1986 La Rioja Enfermo | 20 m | Aislado
89354 1986 Granada Portador | NC Brote
89459 1986 Zaragoza Enfermo NC Aislado
89460 1986 Madrid Enfermo 5 Aislado
{(Majadahonda)
89468 1986 Castelldn Enfermoc | Lac. | Aislado
89469 | 1986 Teruel Enfermo | Lac. | Aislado
89542 1986 Gerona Enfermo 14 Aislado
89595 1986 Valladolid Enfermo NC Aislado
2 1987 Madrid |_Enfermo 69 Aislado
5 1987 Barcelona Enfermo NC Aislado
15 1987 Toledo Enfermo 6 m | Aislado
{Talavera)
19 1987 Zaragoza Portador | NC Aislado
35 1987 Zaragoza Portador | 22 m| Aislado
38 1987 Malaga Enfermo NC Brote
136 1987 Zamora Enfermo 20 Brocte
145 1587 Vizcaya Enfermo 35 Brote
(Galdakano)
311 1987 Barcelona Enfermo NC Aislado
i (Granollers)
361 1987 Logrofio Enfermo 5 Aislado
406 1987 Zaragoza Enfermo 5 Aislado
613 1987 Pamplona Enfermo 4 Aislado
NC = No consta
m = meses
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MAPA 1: DISTRIBUCION
GEOGRAFICA CEPAS

SEGUNDO GRUPO

- g o -. 10
- 2, 5. 30

g)20 10

MAPA 2: DISTRIBUCION

GEOGRAFICA CEPAS

5
CUARTO GRUPO
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TABLA 5. GRUPO TERCEROQO, SUBGRUPC A. DATOS EPIDEMIOLOGICOS.

- — e . ]
FAGOTIPO N° ANO ORIGEN PROCEDENCIA
CEPA AISLAMIENTO MUESTRA GEOGRAFICA
R i | e | e e | e 1
A 2218 1980 Heces enf. Madrid
B 5048 1982 Heces enf. Barcelona
C 2259 1980 Heces enf. Madrid
D 6566 1984 Heces enf. Madrid
E 7072 1983 Heces enf.A Toledo
F 7432 1980 ggeces enf.ﬁi Madrid
G 9193 1982 Heces enf. Madrid
H 13730 1984 Heces enf. Alicante
I 5194 1985 Heces enf. Madrid
3 - 3 3 M

TABLA 6. GRUPO TERCERO, SUBGRUPO B. DATOS EPIDEMIOLOGICOS.

—_— . —_—
N° CEPA ANO ORIGEN PROCEDENCIA
AISLAMIENTO @HEgTRA GEOGRAFICA
2201 1980 Heces enf. Madrid
2216 1980 Heces enf. Madrid
2268 1980 Heces enf. Madrid
2272 1980 | _Heces enf. Madrid
15044 1982 _ Heces enf. Madrid
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GRUPO QUINTO. DATOS EPIDEMIOLOGICOS.

e | e - — - —_]
Ne© ALIMENTO PRESENCIA | TIPO DE PROCEDENC.
BROTE | CAS0S CAUSANTE DE EPIDEMIA GEQOGRAFICA
PORTADOR
. | I ——— p— — e -
1 12 Mouse de si DC Las Palmas
chocolateF ) (Arucas)
2 36 Mouse de si Bl Las Palmas
chaocolate {Sta.
Brigida)
3 g Tarta No F Murcia
casera B
4 49 Salsa Si DC Murcia
rosa {Cartagena)
5 10 Mahonesa Si oC Madrid
(Fuenlabrada)
6 15 Huevo Si F Huelwva
relleno I
7 g Ensala- No F Badajoz
dilla
8 56 Sopa de No DC Oviedo
marisco
3} -}
DC = Distintas Comunidades
F Familiar
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2.3 Crecimiento v congervacidn de las cepas.

La formacidn de todos los medios de cultivo utilizados

en este apartado y los siguientes se exponen en el anexo.

Las cepas se sembraron en placas de Agar Mac Conkey
(McC) en aislamiento, incubdndose durante 18-24 horas a 37°C.
Se picd una colonia lisa bien aislada y se sembrd en masa en
placas de TSA (Triptosa con extracto de levadura). Se incubéd
durante 18-24 horas a 37°C. A partir de este udltimo
crecimiento se realizd por un ladeo la identificacidn
biogquimica y por otro lado se conservd el germen en dos
viales de leche descremada, unc de los cuales se congeld a

-70°C y el otro se liofilizé.

Para su huso habitual y mantenimiento en cortos periodos

de tiempo se sembrd en TSA inclinado.

3 IDENTIFICACION,

3.1 Pruebas bioquimicas convencionales.

3.1.1 Mediog diferenciales combinados.

De un cultivo incubado durante 18-24h se sembraron los

siguientes medios bioquimicos combinados:
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)

b)

Agar de Kligler con hiserro (KTA): Este medio se inocula

en profundidad y en superficie en el pico de flauta
incubandose durante 18-24h a 37°C, y en él se determinan
las siguientes reacciones bioquimicas (143):

e T YA Y u‘ (% L — T S P AL~ . AL T R AT T L e ¥ R R P AL

gas: su lectura se hace en el fondo del tubo y la
reaccidén positiva se detecta por un cambio de
color del mismo de naranja a amarillo al
acidificarse el mwedio; el gas se detecta por la

formacién de burbujas o rotura del medio.

- Eermentacion de lactosa: su lectura se hace en el
pico de flauta y se detecta por la acidificacidn

del misme, color amarillo.

- Producecidn-de SHy: se detecta por la produccidn de

un precipitado negro en el medio.

El patrdén de Salmonella serotipo Enteritidis en

este medio es glucosa +, gas +, lactosa -, SH, +.

L

Agar con hierro v 1isina (LIA): Este medio se inocula e
incuba de la misma manera gque el KIA. En &l se
determinan las siguientes reacciones biogquimicas (144):
Decarboxilacién de la lisina, desaminacidén de la misma

y produccién de SH,.
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La decarboxilacidn se detecta en el fondo del medio
porgque este revierte a su color original después de
haber sido acidificado (color amarillo}) por la
fermentacidn de la glucosa; al decarboxilarse la lisina
2l medio se alcaliniza y vuelve a su color original
pirpura. La desaminacidn de ia lisina se detecta en el
pico de flauta porque vira a color rojo, y la produccidn

de SH, por un ennegrecimiento del medio.

Salmonella serotipo Enteritidis tiene el siguiente

patrdén: Lisina decarboxilasa +, lisina deaminasa -

produccidn de SH,+.

Agar semisdlido de movilidad, indol y ornitina (MIQ): Se

inocula en profundidad y se incuba igual que los dos

medios anteriores.

En &1 se determinan las siguientes pruebas
biogquimicas (145): La movilidad, la decarboxilacidn de
la ornitina y la produccién de indcl a partir de
triptéfano. La wmovilidad se detecta  por el
encurbiamiento del medio. La decarboxilacién de la
ornitina sigue un proceso similar al de la
decarboxilacidén de la lisina en el medio de LIA. Lla
produccidén de indol se detecta por la aparicidn de un
anillo de color rojo después de echar unas gotas del
reactivo de Kovacs una vez gue se hayan leido las

pruebas anteriores. Salmonella serotipo Enteritidis
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ciene el siguiente patrén bioquimico: Movilidad +.

ornitina decarboxilasa + e indol -.

3.1.2 Medios diferenciales individuales.

3.1.2.1 Fermentacidon de azucares.

Se usd el medio de fermentacidn de azldcares con
indicador de Andrade (145). Se inoculd con un par de gotas de
una suspensidn del germen y se incubd 24-48h a 37°C. Se
determind® la fermentacidn de los siguientes azucares (145):
glucosa con produccidn de gas (para lo gque se incluyd en el
medio una campana de Durham invertida), lactosa, dulcitol,
arabinosa, xylosa y rhamnosa. La reaccidn positiva se aprecia

por un color rosa intenso.

Salmonella serctipo Enteritidis tiene el siguiente
patrén: Glucosa +, gas en glucosa +,lactosa -, xylosa =+,

I

dulcitel +, arabincsa + y rhamnosa +.

3.1.2.2 Actividad enzimdtica (Ureasa y Fenil Alanina

deaminasa) .

Se usdé el medio de agar urea para la deteccidén de 1la
ureasa. Se inoculd en profundidad, incubdndose 24-48h a 37°C.

La reaccidn positiva consiste en el desarrollo de un color
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rcjizo en el medio.

Para la deteccién de la fenil alanina deaminasa se usd
el medio de agar con fenilalanina. Se inoculd en superficie,
incubandose 24-48h a 37°C. La lectura se realizd después de
echar en el medio crecido unas gotas de cloruroc férrico al
10%. La reaccidn positiva consiste en el desarrollo de un

color verde oliva en la zona donde hay crecimiento.

Salmonella serotipeo Enteritidis da resultados negativo

v positivo en estas reacciones, respectivamente.

3.1.2.3 Utilizacién de compuestos gquimicos como UGnica

fuente de carbono.

Para la determinacidn de la capacidad de la bacteria en
estudio de utilizar como unica fuente de carbono el citrato
y el malonato de sodio, se utilizaron los medios agar citrato
de Simmons y caldo malonato, respectivamente. El citrato se

inocula en superficie y el malonato echando unas gotas de una

suspension.

Ambos medios se incuban 24-48h a 37°C y la reaccidn

positiva se determina por el desarrolle de un color azulado

en el medio.

Salmonella serotipo Enteritidis es positiva y negativa,
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respectivamente, para ambas reacciones.

3.1.2.4 Decarboxilacidn de amincdcidos.

Se usd el metodo de Falkow (145), con el medic base de
decarboxilacidén al que se le afladieron 1los siguientes
aminodcidos en tubos separados: lisina, arginina y ornitina.
Ademds se dejd un tubo sin aminodcido come control. Una vez
inoculados se afladié una sobrecapa de aceite de parafina
esteril. Se incubaron 24-48h a 37°C. La reaccidn positiva se
determina porque el medio control inoculado se vuelve de
color amarillo y el medio con amincdcido revierte a color

pirpura.

Salmonella serotipo Enteritidis es lisina +, arginina +
5 + débil y ornitina +.
3.2 Panel comercial de identificacidn.

Se usd un panel comercial de identificaciédn y Punto de
corte de la casa Baxter (sistema Autoscan) con lector

automaticao del panel.

Las pruebas usadas por el panel <c¢omercial en 1la

identificacidn fueron las siguientes:
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a)

Pruebas bioquimicas:

Fermentacién de los carbohidratos glucosa,
sacarosa, sorbitol, rafinosa, rhamnosa, arabinosa,

inositol, adonitol y melobiocsa.

Decarboxilacién de los aminodcidos lisina,

arginina y ornitina.

Utilizacidn de citrate, malonato, tartrato vy

acetato como dnica fuente de carbono.

La produccién de SH,, la hidrdélisis de la urea, la
formacién de indol, 1la produccidén de Aacido
indolpirivico, la hidrélisis de la esculina, la
produccidén de acetoina, la hidrélisis del orto-

nitrofenol -beta-D-galactopiranésido.

La reduccién de los nitratos, la oxidacidn-

fermentacién de la glucosa.

Pruebas de resistencia y tolerancia:

Telerancia a determinada concentracién de

cetrimida.

Resistencia a los antimicrobianos: tobramicina,
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nitrofurantoina, cefalotina, colistina, kanamicina

y penicilina.

El panel viene comercializado con los productos
desecados, que se rehidrataron mediante un inoculador
automadtico con una suspension del germen. Los pocillos de la
glucosa, lisina, ornitina, control de aminoacidos y SH, se
cubrieron con un par de gotas de aceite de parafina estéril,
se incubaron durante 18-24h a 37°C. Se afiadieron 1los
siguientes reactivos en los pocillos que a continuacidén se
indican: R. de Xovac en el indol, cloruroc férrico en el
Triptdéfano deaminasa (TDA), hidroéxido potasico 40% y alfa
naftol en el Voges Proskauer y &dcido sulfanilico 0,8% con

dimetilalfanatilamina 0,5% en los nitratos.

Los resultados se leyeron en el lector automitico que,
con la ayuda de un programa de software, interpreta dichos
regultadog, dando lugar a una identificacidén a nivel de

especie.

4 SERQTIPIA.

4.1 Produccién de sueros.

Los sueros utilizados fueron inducidos en nuestro
laboratorio por inoculacién en conejos de la raza Boustac

Blanch con suspensiones de los antigenos correspondientes.
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Todas las cepas utilizadas en el apartado de produccién de
sueros fueron suministradas por el Laboratorio Internacional

de Referencia del Instituto Pasteur de Paris.

4.1.1 Suero anti 0:9.

El antigeno se prepard haciendo una suspension densa
(2x10° u.f.c. por ml) de un cultivo de 18h de la cepa
Salmonella serotipc Typhi T2. La suspensidn se realizd en una
suspension salina y se hirvié durante 2 horas. Los conejos se
inocularon en vena con cantidades de 0,5, 1, 2 y 4 ml a
intervalos de cuatro dias. A los 8 6 10 dias de la ultima
inyeccién el conejo se sangrd a muerte, se separd el suero y
se absorbid con los serotipos Paratyphi A y Senftenberg hasta
que no se detectaron reacciones cruzadas. Una vez terminada
la absorcidn se tituld el suero frente a cepas de Salmonella
de los grupos D1, D2 y D3, para determinar la dilucién de

uso.

4.1.2 Suerp anti HG.

El antigeno PoliG se prepard a partir de una mezcla de
cultivos muy méviles de cepas de Salmonella serotipo
Oraniemburg, Derby y Dublin. Las cepas se incubaron en caldo
nutritivo durante 8 horas. Se hizo una mezcla de las tres

cepas a partes iguales hasta conseguir una suspensién de
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2x10 ufc/ml y se afladid formol a una concentracidén final del
0.5%{u/v). Se tituld frente a una seleccidn de serotipos con
los antigenos: gm - gp - gt - g9 - gms - gz51 - gz62 - gz63 -

mt - £g - gpu.

4.1.3 Suero antd H:m,

El antigeno se prepard de forma similar al anterior con
una cepa muy mdvil del serotipo Oraniemburg. E1 suero se
absorbid frente a los serotipos: Senftemberg, Berta, Moscow,
Rostock, Maestved, Budapest, Wayne y 38:gt:-(II). Se tituld

frente a una seleccidén de serotipos con los antigenos gm -

gms gmst - -gmg - gmps - mt - gmt - mptu

4.2 Aglutipacidn.

4.2.1 Aglutinacién en wmicrocdpsula.

Es una técnica de aglutinacién que permite probar muchas

cepas a la vez (146).

La cepa a probar se crecid previamente en un caldo
nutritivo durante 18 horas a 37°C y se inactivé con formol.
Esta suspensidn se repartié en microcdpsulas en cantidades

de 0,25 ml ; que se enfrentaron a sus sueros
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correspondientes. La placa se colocd en un bafio a 50°C. A las
dos horas se sacaron las placas y se leyeron 1los resultados
de los antigenos flagelares; después se guardaron a 4°C y al
dia siguiente se leyeron los resultados de los antigenos

somaticos.

4.2.2 Aglutinacidn en porta.

Se crecid la cepa en medio de Agar Nutritivo haciendo
una suspensidn densa. Se comprobd que no era autocaglutinable.,
A continuacién se enfrentdé con el suerc correspondiente,
viéndose la aglutinacién en un intervalo menor de un minuto.

Esta aglutinacidén era de aspecto granular para los antigenos

"O" y flocular para los "H". Esto fue reversible por
agitacidn.

5 FAGOTIPIA.

5.1 _Aislamiento de bacteridfagos.

Existen varios esquemas de trabajo descritos para la

bisqueda y aislamiento de bacteridfagos (54,137,138,147,148).

Los aplicados en este trabajo fueron, el propuesto por
Gersman (137) para el aislamiento de bacteriéfagos de

procedencia salvaje, y el descrito por Guinée, Leeuwen y Saxe
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y Notley (14%9) para el aislamiento e identificacidn de

bacteridfagos lisogénicos.

5.1.1 Aiglamiento e identificgcidn de bacteridfadgos salvajes.

Los bacteridfagos salvajes o silvestres se aislaron de
la Naturaleza: de aguas residuales, estancadas, o de muestras

de aguas superficiales contaminadas.

Se estudiaron un total de 16 muestras de agua (de un

litro cada una) .

A partir de la muestra de agua se siquid el método de
Gersman para el aislamiento de bacteridfagos salvajes

(137,138), que se describe a continuacidn.

Cada litro de agua se distribuyd en frascos de 20ml y en
cada uno se inoculd una cepa crecida previamente en caldo
comin con cloruro sddico durante 1h y 30 min. a 37°C (dicha
cepa, en caso de aislamiento de bacteriéfago, se convierte en
su cepa propagadora}. Las cepas usadas en este paso fueron

del grupo primero y tercero, subgrupc B.

El contenido total del frasco (muestra de agua mas cepa
propagadora) se incubd a 37°C durante 18-24h. Posteriormente
se centrifugd a 5000 rpm durante 30 min, se recogidé el

sobrenadante y se filtrd por membranas Millipore de 0, 45nm.
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El filtrado se considerd el cultivo puro del fago.

Para comprcobar la presencia de bacteridéfago el filtrado
se enfrentd a su cepa propagadcora, de nuevo crecida en Sml de
caldo comin con cloruro sédico durante 2h y 30min a 37°C. Se
inundd una placa de Agar comin con clorurc sbdico (dejada
secar con anterioridad durante 2h en la estufa de 37°C), con
la cepa crecida, se retird el exceso de fluido y se dejé
secar a temperatura ambiente durante 20-30min. A continuacién
se aplicé una gota del cultivo puro de bacteriéfago. Se
incubé durante 18-24h a 37°C. Pasado este tiempo, la
presencia del bacteridfago se visualizd en la aparicidén de

placas de lisis.

Una vez confirmada la presencia de bacteridéfagos, se
purificaron para comprobar si las placas de lisis estaban

producidas por uno o més bacteriéfagos.

Se realizd siguiendo el método de Saxe y Notley (149},

basado en la induccidén de bacteridéfagos por medio de la

Mitomicina C.

Se aplicé la técnica a 150 cepas de Salmonella serotipo

Enteritidis pertenecientes a los grupos primero y segundo.
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Cada cepa se crecid en caldo coman durante 18-24h a
37°C. Posteriormente, el caldo ya crecido se diluyd con més
caldo comin a 1/3 de su concentracidon y se incubd a 37°C
durante 30 min. Se afiadidé a continuacidn Mitomicina C, a una
concentracidén de 0,5 ngr/ml. Tras incubarse en bafio durante
30 min a 37°C, se centrifugd a 5000 rpm, desechando el
sobrenadante. El sedimento se resuspendié en 2ml de caldo
comin, incubéndose de nuevo durante 90 min a 37°C. De esta
manera se consiguid la liberacidén de 1los bacteridéfagos,
separados posteriormente de los restos bacterianos mediante
una nueva centrifugacién. Al final de este proceso se recogid

el sobrenadante.

Para comprobar la presencia de bacteridéfagos en el
sobrenadante, se siguid el mismo procedimiento usado en el
caso de bacteridéfagos de procedencia salvaje a partir del

cultivo de bacteridéfago puro.

Posteriormente, se realizé la purificacidn de las placas

de lisis.

5.2 Purificacidn de log bacteridfagos.

La purificacidén es un proceso encaminade a confirmar la
presencia de uno o mads bacteridéfagos en las placas de lisis
que estos producen en las bacterias, con la finalidad de

aislarlos y usarlos posteriormente teniendo la certeza de que
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cada placa de lisis se debe a la accidén de un solo

bacteridfago.

Se realizd por pases sucesivos en placas de Agar comin
con cloruro sédico (137). Se deben realizar, como minimo,
tres pases. Para considerar a un bacteridfago purificado es
necesario poder distinguir claramente la morfologia de las
placas de lisisg aisladas que produce en su cepa propagadora
después del tercer pase. Si no es asi, se debe realizar algin

pase mas.

En casoc de existir varias placas de lisis de distinta
morfologia en cualquiera de los pases, se deben aislar por
separado cada una de ellas y ser tratadas comoc fagos

distintos, iniciandose el proceso de purificacidén en cada una

ellas.

Los pases de purificacidn en los bacteridfagos aislados,
tanto de tipo salvaje como lisogénico, se realizaron de 1la

siguiente manera:

- PRIMER PASE: Se considerd como primer pase el proceso de
aislamiento del bacteridéfago en su cepa propagadora (en

caso de aparicidén de placas de lisis aisladas) .

- SEGUNDO PASE: Se tocd con la punta de un asa de
inoculacién una placa de lisis bien aislada en el pase

anterior, se descargd en 0,5ml de caldo comin con

89



cloruro sodico y a partir de esta suspensién
(considerada como cultivo de fago puro) se hicieron
diluciones decimales. Sobre una placa de agar comin con
cloruro sodico sembrada con su cepa propagadora (de
igual forma que en el proceso de aislamiento de fago) se
depositd una gota de cada una de las diluciones del

bacteriéfago. Se incubé a 37°C durante 18-24h.

- TERCER PASE: Se realizd de igual forma que el pase
anterior, partiendo de una placa de lisis aislada del
segqundc pase y asi sucesivamente, tantos pases como
fueran necesarios hasta conseguir el aislamiento del
bacteridfago. Generalmente, tres o cuatro pases fueron

suficientes.

5.3 D i idn 1 R de lo a ridfa

Routine Test Dilution (RTD) de un bacteridfago es su
dilucién de wuso. Se considera el RTD, o titulo del
bacteridéfago, a la tltima dilucidn que ocasiona una lisis

entre confluente y semiconfluente en su cepa propagadora.

Cada bacteridfago aislado se tituldé frente a su cepa
propagadora. Para ello se crecid la cepa en caldo comin con
cloruro sddico durante 18-24 horas a 37°C. Con el caldo
crecido se inunddé una placa de agar comin con cloruroc sédico,

retirando el exceso de liquido con una pipeta Pasteur. A
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continuacién, se depositd sobre el agar una gota de cada una
de las diluciones decimales del bacteridéfago a titular.
Dichas diluciones se hicieron previamente con caldo comin,
partiendo del cultivo puro de fago. El agar inoculado se
incub6é a 37°C durante 18-24 horas. Pasado este tiempo se

visualizé el RTD o titulo del bacteridfago.

5.4 Propagacién del bacteridéfago.

A partir de un bacteridfago aislado y purificado, tanto
de origen salvaje como lisogénico, se llevd a cabo su
propagacidén con el fin de disponer de una cantidad suficiente

para Su uso posterior.

Se realizdé por el medio de agar semisdlido descrito por
Swanstrom y Adams (150). El Agar semisélido repartido en
tubos a 6ml se fundid en bafio de ebullicién, se dejd enfriar
a 45°C y se afadieron 0,5ml de caldo crecido con la cepa
propagadora, 0,6ml de bacteridéfago a su RTD y 0,25ml de
cloruro cidlcico, a una concentracién de 0,4gr/ml. Todo ello
se vertid sobre una placa de agar comiun 1,1 {(de 15cm de
didmetro} y se incubd a 37°C, durante 18-24h. Una vez
propagado el bacteridfago, se inundé la placa con 15ml de
caldo comin y se recogid, mediante arrastre, con pipeta
Pasteur doblada. Tras centrifugar durante lh, se recogié el

sobrenadante y se filtrd por membranas Millipore de 0,45nm.
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El filtrado, que es el fago ya propagado, se tituld de nuevo
en su cepa propagadora. Finalmente, los bacteridfagos se

guardaron a 4°C para su conservacidn.

5.5 Técnica de la fagotipia

Las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis a estudiar
se sembraron en caldo comin con ClNa al 0,8%, se incubaron en
agitacidén durante 2h y 30min en tubos inclinados a 37°C. Una
vez crecidas, se inocularon por inundacidn en placas de agar
comtin con ClNa al 0,8%, retirando el exceso de liquido vy

dejdndolas secar durante 20 min a temperatura ambiente.

A continuacidn, sobre la placa ya seca se depositd una
gota (0,25ul) de cada uno de los bacteridfagos seleccionados.
Se dejaron secar y se incubaron durante 18-24h en estufa de
37°C. Pasado este tiempo, se leyeron los resultados de
acuerdo con el patrén de lectura propuesto por Anderson vy

Williams (151).

5.6 Lectura de log resultadosg.

Se realizé de acuerdo a los criterios propuestos por
Anderson y Williams (151). Estos se basan fundamentalmente en

tres factores:
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a) El tamafio de las placas de lisis:

1.

2.

]

Placas grandes "L".

Placas normales "N".

Placas pegueflas “S".

Placas diminutas "m".

Placas micro "up" visibles tan solo con lupa

de 10 aumentos.

b} El1 nimero de placas de lisis:

1.

De 0 a 5 placas, se indica el namero de las
mismas.

De 0 a 20 placas, se pone

De 21 a 40 placas, se pone +

De 41 a 60 placas, se pone +

i+

De 61 a 80 placas, se pone + +
De 81 a 120 placas, se pone + + 3

Més de 120 placas, se pone + + +

c} El tipo de lisis:

1.

2.

Lisis semiconfluente "scl"

Lisis confluente "cl"

Lisis menor que semiconfluente "<scl" o lisis
menor que confluente "<cl", que representan
grados intermedios de lisis.

Lisis opaca "ol", que se debe a un

sobrecrecimiento posterior de la misma cepa
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5.7 Interpretacion de 103 resultadog.

La interpretacién de los resultados se realizd en base
a los esquemas de fagotipia desarrollados para Salmonella
serotipo Typhi y Typhimurium (139}, siguiendo sus mismos
criterios de diferenciacidén. Se consideraron fagotipos
distintos cuando la lectura de las lisis producidas en dos
cepas mostraba una o mas diferencias significativas entre

ellas.

5.8 Juego de b riéfa alternativo

Se probaron una serie de juegos de bacteriéfagos

desarrollados para otros microorganismos:

- Juego de bacteridfagos para Pseudomonas: suministrado
por el Laboratorio Internacional de Fagotipia de
Pseudomona de Londres (Central Public Health

Laboratory), el juego consta de 20 bacteridfagos.

- Juego de bacteridéfagos para Serratia: suministrado por
el Laboratorio Internacicnal de Fagotipia de Serratia de
Londres (Central Public Healt Laboratory), el juego

consta de 12 bacteridfagos.

- Juego de  bacteridéfagos para Salmeonella serotipo

Typhimurium: suministrado por el Laboratorio
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Internacional de Fagotipia de Salmonella serotipo
Typhimurium de  Londres (Central Public  Healt

Laboratory), el juego consta de 30 bacteridéfagos.

- Juego de Dbacteridéfagos para Salmonella serotipo
Enteritidis: suministrado por el Instituto Nacioconal de
Higiene de Budapest, este juego consta de 8

bacteridéfagos y es de uso local.

Este Juego se elabord en el Laboratorio de
Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. en trabajos anteriores
relaciconados con cepas de Salmonella serotipo Enteritidis
(133). Consta de 6 bacteriéfagos y diferencia 9 fagotipos.
Presenta alta tipabilidad, peroc baja discriminacidn. Es de
uso local. Constituye la base para el desarrollo del juego de

bacteridfagos propuesto en este trabajo.
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6 ANEXQO: MEDI E TIVO ¥ REACTIVOS.

Agar MacConkey (McC). (Difco)

Férmula (g/1l):
Peptona 17
Peptona Proteasa 3
Lactosa 10
Sales biliares n° 3 1,5
Cloruro sédico 5
Agar 13,5
ROjO neutro 0,03
Cristal violeta 0,001

pH final aprox. 7,1

Preparaciodn:

Se afladen 50 gramos a un litro de agua destilada. Se
calienta hasta la ebullicién c¢on agitacién suave para
disolverlo por completc. Se esteriliza en autoclave 15
minutos a 121°C se deja enfriar hasta 55°C y se reparte en

placas de petri en cantidades de 20ml por placa.
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Agar Tri n ia (TSA) . (Oxoid)

Férmula (g/l):

Triptona 15
Peptona de soja 5
Cloruro de sodio 5
Agar 15

pH aprox. 7.3

Preparacidn:
Se suspenden 40 gramos en un litro de agua destilada y
se hierve hasta disolver el medio por completo. Se esteriliza

en autoclave a 121°C durante 15 minutoes.

Lech rema (LD) . (Oxoid)

Consiste en leche desnatada secada por pulverizacién.

Se mezcla el polvo con una pequefla cantidad de agua

destilada hasta formar una pasta uniforme. Luego se afade

gradualmente mis agua destilada hasta que se obtenga una

mezcla del 10% p/v. Se esteriliza en autoclave a 121°C cinco

minutos.
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Agar de Kligler con hierro (KIA). (Difco)
Férmula {(g/1l):

Extracto de vacuno 3
Extracto de levadura 3
Peptona 15
Proteasa y Peptona de Difco 5
Lactosa 10
Dextrosa 1
Sulfato ferroso 0,2
Cloruro sbédico 5
Tiosulfato sddico 0,3
Agar 12
Rojo fenol 0,024

pH final aprox. 7.4

Preparacidn:

Se resuspenden 559 en un litro de agua destilada. Se

hierve hasta su disolucidn. Se autoclaviza 15 minutos a 121°C
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Agar con ligina v hierrc (LIA). (Difco)
Férmula (g/1):

Peptona 5
Extracto de levadura 3
Dextrosa i
Hidrocloruro de L-lisina 10
Citrato aménico férrico 0,5
Tiosulfato sbédico 0,04
Parpura de bromocresol 0,02
Agar 15

pH final aprox. 6,7

Preparacién
Suspender 34,5g en 11 de agua destilada. Hervir hasta su

disolucidn. Autoclavizar 12 minutos a 121°C.

Medio para movilidad, indol., ornitina (MIO)} (Difco)
Férmula (g/l):

Extracto de levadura 3

Peptona + Triptona 10 + 10

Hidrocloruro de L-Ornitina 5

Dextrosa 1

Agar 2

Pdirpura de bromocresol 0,02

pH final aprox. 6,5
Preparacidn:
Suspender 31 g en 1 1 de agua destilada. Hervir hasta su

disolucidn. Autoclavizar 15 minutos a 121°C.
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Férmula (g/l):

Peptona. (Difco) 10
Extracto de carne. (Difco) 3
Cloruro sédico. (Merck) 5
Indicador de Andrade 10 ml

pH final aprox. 7,1

Preparacién:

Una vez preparado el caldo anterior, se reparte en
frascos para echar el azucar correspondiente. La glucosa y 1la
lactosa se preparan a una concentracién final del 1%, los
demds azucares se preparan al 0,5%. Se autoclavizan 10

minutos a 121°C.

Indicador de Andrade

Formula:
Fucsina &acida. (Sigma) 0,5 g
Hidréxido sédico 1 N. (Merck) 16 ml
Aqua destilada 100 ml
Preparacidn:

Se disuelve la fucsina en el agua destilada y se afiade
el hidréxido sbédico. Si después de 1 & 2 horas no se ha
decolorado la fucsina, se aflade mds hidrdxido sédico hasta
que se decolore. Se prepara con antelacidn y se guarda, ya

que mejora con el tiempo.
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Agar Urea. (Difco)
Férmula {(g/l):

Peptona 1
Dextrosa 1
Cloruro sdédico 5
Fosfato potasico moncbdsico 2
Urea 20
Rojo fenol 0,012

pH final aprox. 6,8

Preparacidn:

Suspender 29g del medio anterior en 100 wml de agua
destilada y wmezclar bien para disoclver completamente.
Estirilizar por filtracién esta base concentrada. Disolver
159 de Agar (Difco} en 900ml de agua destilada, hervir y
autoclavizar 15 minutos a 121°C., Dejar enfriar hasta 50-55°C
y afladir asépticamente 100ml del medioc de urea anterior al

agar enfriado. Mezclar bien y distribuir en tubos estériles.

Fermentacidn de la Xvlosa. (Xy)
Férmula y preparacidn:

Usar el mismo medio base que para la fermentacidn de
azGcares con indicador de Andrade. Afiadir Xylosa al 0,5%

concentracidén final. Autoclavizar 10 minutos a 121°C
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Agar fenil alanina. (PhAal) (Difco)
Férmula {(g/l):

Extracto de levadura 3
Fosfato dipotéasico 1
Cloruro sédico 5
Agar 12

pH final aprox. 7,3

Preparacidn:
Resuspender 23g en 1 litro de agua destilada. Hervir

hasta disolverlo. Autoclavizar 15 minutos a 121°C.

Agar Citrato de Simmons (CS) (Difco)
Férmula (g/1):

Sulfato de magnesio ' 0,2
Fosfato dihidrégeno amdnico 1
Fosfato dipotdasico 1
Citrato sédico 2
Cloruro sédico 5
Azul de bromotimol 0,08
Agar 15
Preparacidn:

Resuspender 24,29 en un litro de agua destilada. Hervir

hasta disolver. Autoclavizar 15 minutos a 121°C.
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Caldo malopato (Difco)
FOrmula (g/1):

Extracto de levadura 1
Sulfato amdnico 2
Fosfato dipotéasico 0,6
Fosfato monopotdsico 0,4
Cloruro sbdico 2
Malonato sdédico 3
Dextrosa 0,25
Azul de bromotimol 0,025

pH final aprox. 6,7

Preparacidn:
Resuspender 9,3g en 11. Agitar hasta

Autoclavizar 1% minutos a 121°C.

Presencia de Tetrationato Reductasa (TTR).
Formula (g/l):

Tetrationato potasico 5

Solucidn de azul de bromotimol 25 ml

Agua peptonada estéril pH 7.4 11
Preparacidn:

disolver.

Disolver por agitacidn. Esterilizar por filtracidn. La

solucidén de azul de bromotimol se prepara en una proporcién

de 1/500 de la siguiente manera: se disuelven 0,2g del

colorante en 2,5ml de sosa 1N. Se afitade 100ml de agua

destilada.
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Decarboxilacidn de aminodcidos {(Difco)

Férmula (g/l):

Peptona 5
Extracto de levadura -3
Dextrosa 1
Pirpura de bromocresocl g,02

pH final aprox. 6,8

Preparacidn:

Resuspender 9g en 1 litro de agua destilada. Calentar
para disolver. Afiadir 5g de L-lisina, L-ornitina y L-arginina
por cada litro de wmedio. Calentar otra vez hasta su
disclucidn. La ornitina regquiere el ajuste del pH con NaOH
IN. Autoclavizar 15 minutos a 121°C. Preparar la misma

cantidad de medio base sin amincdcido como control.

Agua de peptona (Difco)
Férmula {(g/l):

Peptona 10
Clorurc sddico 5
Preparacién:

Resuspender 15g en wun litro de agua destilada.

Autoclavizar 15 minutos a 121°C.

104



Cal 0 56

Férmula (g/l}:

Caldo nutritivo deshidratado. {(Difco) 20
Cloruro sdédico. {(Merck) 8,5
Preparacidn:

Disolver las cantidades arriba indicadas en 1 litro de
agua destilada. Disolver por agitacidn. Autoclavizar 15

minutos a 121°C.

Agar comin con cloruro sédico.

Férmula (g/1):
Caldo nutritivo deshidratado. (Difco) 20
Cloruro soédico. (Merck) 8,5
Agar 13

Preparacidn:

Disolver las cantidades arriba indicadas en un litro de
agua destilada. Hervir hasta disolver. Autoclavizar 15

minutos a 121°C.

Caldo _nutritivo. (Difco)
Férmula (g/1l}:

Extracto de carne 3
Peptona 5
pH final aprox. 6,8
Preparaciodn:
Disolver 8 g en 1 1 de agua destilada. Autoclavizar 15

minutos a 121°C.
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Infusidn de cerebro v corazén (BHI) . (Difco)
Férmula (g/l):

Infusién de cerebros de ternera 200
Infusidén de corazdén de vacuno 250
Peptona proteasa 10
Clorurc sddico 2
Fosfato disddico 5

pH final aprox. 7,4

Preparacidn:
Disclver 37g en 11 de agua destilada. Autoclavizar 15

minutos a 121°C.

Agar M r Hi (Oxoid)

Férmula (g/1):

Infusién de carne de vaca 300
Hidrolizado de caseina 17,5
Almidén 1,5
Agar n°® 1 10

pH final aprox. 7,4

Preparacidn:

Resuspender 35g en 1l de agua destilada. Hervir hasta su

disolucidén. Autoclavizar 15 minutos a 121°C.
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Reactivo de Kowvacg

Férmula
Alcohol isoamilico 150 ml
Paradimetilaminobenzaldehido 10 g
Acido clorhidrico 50 ml
Preparacidn:

Se disuelve el aldehidoc en alcchol y luego se echa poco

a poco el acido.

Reactivo de los nitratos

Formula:
A. Acido sulfanilico 8 g
Acido acético 5N 1000 ml
B. N,N Dimetil 1 Naftiamina 6 ml
Acido acético 5 N 1000 ml

Reactivo de clorurg férrico

Foérmula:

Cloruro férrico 0,5M

R ivo del Vo Prosk r (Barrit
Férmula:
A. Alfa Naftol 5g
Alcohol absoluto 100 ml
B. Hidréxido potasico 40 g
Agua 100 ml

107



RESULTADOS
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Las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis utilizadas
para el aislamiento .de bacteridfagos salvajes son las
pertenecientes a los grupos Primero y Tercero, Subgrupo B
(cepas no tipables por el esquema autdctono (133)). La
distribucién de las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis
en grupos y su descripcidn viene expuesta en el apartado de

Material y Métodos.

1.1.2 Muestras de agua.

Las 16 muestras de agua usadas para el aislamientc de
bacteridfagos salvajes, fueron seleccionadas de entre todas
las muestras remitidas por Laboratorios de Microbiologia de
distintas provincias Espafilolas. Dicha seleccién viene

descrita en el apartado de Material y Métodos.

1.1.3 Aislamiento de bacteridfagos salvajes.

Las 16 muestras de agua seleccionadas constituyeron la

base para el aislamiento de este tipo de bacteridéfagos. Cada
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muestra de agqua se enfrentd a cepas del Grupo Primero y a las
S cepas del Grupeo Tercero, Subgrupo B, aislandose en este

primer pasc 1000 bacteridéfagos con morfologia diferente.

Este elevado nuimero de aislamientos fue sometido a
diferentes pruebas, que se explicaran a continuacidén, a lo
largo de las cuatro selecciones que se hicieron hasta
conseguir un grupo de Dbacteriéfagos salvajes con

caracteristicas de marcador epidemioclégico.

1.2 Seleccidén de los bacteriéfagos salvajes aigladog.
1.2.1 Primera geleccidn.

Se hizo a partir de los 1000 bacteridfagos salvajes
aislados en el primer enfrentamiento entre las cepas vy las

muestras de agua.

1.2.1.1 Cepas Salmonella serotipo Enteritidis.

Para esta primera seleccidn se usaron las cepas de los’

siguientes grupos: Primerc y Tercero, Subgrupo B,

Se emplearon para el aislamiento y purificacidn de los

bacteridfagos salvajes y, posteriormente, para fagotipia con
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los bacteridfagos seleccicnados.

Los 1000 bacteridfagos aislados fueron enfrentados en
tres ocasiones a sus cepas propagadoras, de las cuales se
aislaron, pertenecientes a los grupos Primero y Tercero,

Subgrupo B.

1.2.1.2 (Criterios de seleccidn.

Esta primera seleccidn se hizo atendiendo al criterio de

estabilidad litica de los bacteridfagos aislados.

Al enfrentar de nuevo los 1000 bacteridfagos aislados a
sus cepas propagadoras se pudo apreciar que sdlo 84 mostraban
estabilidad en sus patrones liticos durante los tres
enfrentamienctos. Como consecuencia se rechazaron todos
aquellos bacteridéfagos que no mantenian su lectura. Los 84
bacteridfagos seleccionados fueron numerados correlativamente
del 1 al 84. En la tabla 8 vienen reflejados los datos

epidemioldgicos de estos bacteriéfagos seleccionados.

En este grupo de 84 bacteridfagos, algunos proceden de
la misma muestra de agua y de la misma cepa propagadora, ya
que una placa de lisis en ocasiones estaba producida por mas
de un bacteriéfago. Esto se evidencid por medio de los

tres pases de purificacidn.
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Para explicar de forma mds clara esta primera seleccidn
se expone a continuacidén, a modo de ejemplo, el trabajo
realizado con las muestras de agua procedentes de Murcia. Se
eligid esta provincia como modelo por presentar un elevado

nimero de aislamientos.

En un principie, al enfrentar las dos muestras de agua
procedentes de Murcia a las cepas del Grupo Primero y
Tercero, subgrupc B, se aislaron y posteriormente purificaron
un total de 600 bacteridéfagos con morfologia diferente.
Muchos de ellos procedentes de la misma cepa y muestra de

agua.

Para facilitar la exposicidn del largo proceso Jque
condujo a la primera seleccidn de bacteridfagos aislados en
la provincia de Murcia, se tomd como modelo log aislamientos
obtenidos al enfrentar la cepa del primer grupoc 88825 a una
muestra de agua (20ml) tomada en la entrada a la depuradora

de la provincia de Murcia.

Al efectuar el primer pase de purificacién de las placas
de 1lisis aisladas gue aparecieron tras este primer
enfrentamiento, se visualizaron 5 nuevas placas con
morfologia diferente entre si. Se las denomind con el numero
de la cepa propagadora y un numero correlativo del 1 al 5

(Esquema 5) .

A cada nueva placa de lisis se le practicd un segundo
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pase de purificacidn, apareciendo en dos de ellas, la 88825-1
y la 88825-3, nuevas placas de lisis morfoldgicamente

distintas.

De la placa 88825-1 se aislaron 5, que se designaron
4,B,C,D y E. De la placa 88825-3 se aislaron 3 y se leg

designé F,G y H (esguema 6).

En el tercer pase de purificacidn se aislaron de
nuevo 4 bacteriéfagos mds, procedentes de la placa
88825-1-A. Se 1les denomindé: alfa, Dbeta, gamma y delta
(Esquema 7). El resto de las placas de lisis no presentaron

modificaciones con respecto al pase anterior.

El esquema 8 muestra el estudio completo de la cepa

88825 enfrentada a la muestra de agua procedente de Murcia.
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TABLA 8.

EPIDEMIOLOGICOS.
e e e
CEPA FPROCEDENCIA
BACTERIQOFAGOQO RTD PROPAGADORA MUESTRA DE
1 107 79279/85 Canarias
2 10+ 79279/85 Canarias
3 10* 79279/85 Canarias
4 10 _J___80041/86 Canarias
5 10* 78041/85 Canarias
6 107 78041/85 Canarias
7 1073 80253/86 | Canarias
8 1.0 80253/86 Canarias
9 10 80238/86 Canarias
10 107 78881/85 Canarias
11 107 79133/85 La Rioja
12 10°® 79133/85 jr La Rioja
13 107 78299/85 La Rioja |
14 10* 78881/85 La Rioja
15 107 311/87 La Rioja
16 ] 10* _l__78099/85 La Rioja
i 17 10™ 78099/85% 1 La Rioja
18 10 79678/85 La Rioja
19 |10 361/87 La Ricja
20 107 _1 2268/80 La Rioja
21 10 78041/85 | La Ricja
22 10 79279/85 ‘ La Rioja
23 107 19/87 Pamplona
24 | 107 80041/86 | Pamplona
25 107 89595/86 Pamplona
26 10" 80238/86 | Pamplona
27 10 89460/86 Pamplona
28 ] 107 19/87 Pamplona

il4

PRIMERA SELECCION DE BACTERIOFAGOS SALVAJES. DATOS
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29 10* 89542/86 Pamplona

30 10+ 80063/86 Pamplona

31 10° 80063/86 Pamplona

32 107 89542/86 Pamplona

33 107 89542/86 Pamplona

34 10 2216/80 Murcia

35 107 §8825/86 Murcia

36 10 88158/86 Murcia

37 107 2268/80 Murcia |
38 10° 80371/86 Murcia

39 107 80441/86 Murcia

4Q 10 136/87 Guadalajara
41 10* 89015/86 Guadalajara
42 107 88736/86 Guadalajara |
43 10" 89354/86 Guadalajara
44 10+ 89043/86 Guadalajara
45 10 88158/86 Guadalajara
46 10* 89459/86 Guadalajara
47 107 89328/86 Guadalajara
48 10 79678/85 Burgos _
49 10°¢ 80253/86 Burgos
50 10* 79279/85 Burgos

51 i0* 78041/85 Burgos

52 10° 78299/85 Burgos

53 10°® 80238B/86 Burgos

54 10 78863/85 Burgos

55 107 79133/85 Burgos |
56 107 78881/85 Burgos

57 107 79672/85 Burgos ]
58 10" 78099/85 Burgos

59 10 89022/86 Burgos

60 1o* 39043/86 Burgos ﬁ
61 10" 89031/86 Burgos
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62 1o+ 89015/86 Burgos
63 10° 80544/86 Burgos
64 107 88736/86 Burgos
65 107 86946/86 Burgos
66 10® 80441/86 Burgos
67 107 88523/86 Burgos
58 10* 80523/86 Burgos
69 10% 80371/86 Burgos
70 107 78041/85 Vizcaya
71 10* 78863/85 Vizcaya
72 10 80041/86 vizcaya
73 164 80063/86 Vizcaya
74 107 80253/86 Vizcaya
75 10° 80371/86 Vizcaya
76 10° 80441/86 Vizcaya
77 107 80544/86 Vizcaya
78 10* 86946/86 Vizcaya
79 10* 88158/86 Vizcaya
80 10 88523/86 Vizecaya
81 10® 88825/86 Vizcaya
82 10° 89015/86 Vizcaya
83 107 89022/86 Vizcava
84 10° 89033/86 | Vizcaya




Esquema 5. AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS SALVAJES EN UNA MUESTRA DE AGUA
DE MURCIA: PRIMER PASE DE PURIFICACION.

AISLAMIENTO PRIMER PASE DE PLACAS DE CARACTERES
BACTERIOFAGO PURIFICACION LISIS AISLADAS MORFOLOGICOS

88825-1 Grande, lisa, halo
88825-2 Pequena, lisa, no halo

Cepa 88825

+ —r» Placas de lisis - 88825-3 Grande, rugosa, no halo
muestra de agua

de Murcia 88825-4 Pequena, rugosa, no halo

88825-5 Pequena, lisa, halo
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Esquema 6. BACTERIOFAGOS SALVAJES AISLADOS EN UNA MUESTRA DE AGUA
DE MURCIA: SEGUNDO PASE DE PURIFICACION

PLACAS DE LISIS SEGUNDO PASE DE NUEVAS PLACAS CARACTERES
PRIMER PASE PURIFICACION DE LISIS AISLADAS MORFOLOGICOS

88825-1-A Grande, rugosa, halc
88825-1-B Grande, lisa, halo

88825-1 » 88825-1-C Pequena, rugosa, no halo
88825-1-D Pequena, rugosa, halo
88825-1-& Grande, lisa, no halo

88825-2 » 88825-2 Pequena, lisa, no halo
88825-3-F Grande, rugosa, no halo

88825-3 » 88825-3-G Pequena, lisa, halo
88825-3-H Pequena, rugosa, no halo

88825-4 —» 88825-4 Pequena, rugosa, no halo

88825-5 - 88825-5 Pequena, lisa, halo
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Esquema 7. BACTERIOFAGOS SALVAJES AISLADOS EN UNA MUESTRA DE AGUA
DE MURCIA: TERCER PASE DE PURIFICACION.

PLACA DE LISIS TERCER PASE DE NUEVAS PLACAS CARACTERES
SEGUNDOQ PASE PURIFICACION DE LISIS AISLADAS MORFOLOGICOS
88825-1-A-0 Grande, lisa, halo
88825-1-A- Grande, rugosa, halo
88825-1-A
88825-1-A-. Pequena, rugosa, halo
88825-1-A- . Pequena, rugosa, no halo

| . . s g .,
El resto de las placas de lisis conservaron su morfélogia en el tercer pase de purificacion.

119



Esquema 8. BACTERIOFAGOS SALVAJES A

Cepa 88325
i

muestra de agua

DE MURCIA. ESTUDIO COMPLETO.

ISLADOS EN UNA MUES

TRA DE AGUA

———p Placa de hsis

(Bacteridtago)

PRIMER PASE DE
PURIFICACION

88825-1

8882s5.2

88825-3

a8825-4

88825-5

SEGUNDQ PASE DE
PURIFICACION

88825-1-A

88825-1-8
88825-1-C
88825-1-D

88825-1-E

88825-2

88825.3.F
B8825-3-G

68825.3.H

88825-4

88825.5

TERCER PASE DE
PURIFICACION

I

_’
-
—
4’

v

88825-1-A ¢
B8e25-1.A-1
B88825-1-A.

88825-1-A-

88825-1-8
88825-1.C
88825-1-D

88825-1-E

88825-2

88825-3.F
88825-3.G

88825-3-H

88825-4

88825.5



1.2.1.3 Fagotipia Grupo Primerc y Tercero, subgrupo B

En un principio, <como vya se ha indicadoc con
anterioridad, se aislaron 600 bacteridfagos en la provincia
de Murcia. Estos, al ser enfrentados tres veces a las cepas
del Grupoc Primeroc y Tercero, subgrupc B, mostraron
estabilidad litica 7. Estos fueron taﬁ solo los bacteriéfagos

seleccionadoas (tabla 9).

TABLA 9. PRIMERA SELECCION DE BACTERIOFAGOS SALVAJES.

PROVINCIA DE MURCIA.

rm'm b — —  — _— — ——H — — — —. — = T ]
BACTERIQOFAGO CEPA RTD PROCEDENCIA
PROPAGADORA MUESTRA
94— — -} — ]
1 88158 107 Entrada
depuradora
2 80441 107 Alcantarillado
| i urbano
3 2216 104 Alcantarillado
urbano
4 88825 10 Entrada
] 3 B depuradora
5 88825 107 Entrada
depuradora
6 80371 10 Alcantarillado
urbano
7 89043 107 Entrada
depuradora
—— o — ]

Todos estos pasos seguidos con las muestras de la
provincia de Murcia, se hicieron de igual manera con cada una
de las 16 muestras de las 8 provincias seleccionadas, dando

como resultado un grupo de 84 bacteridfagos (tabla 8).
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1.2.2 Sequinda_seleccion.

Se hizo a partir del grupo de B84 bacteritfagos obtenidos

en la primera seleccidn.

1.2.2.1 Cepas Jalmonella serotipo Enteritidis.

Las cepas usadas en esta seleccidn fueron las
pertenecientes a los Grupos Primero y Tercero (subgrupos A y

B).

Se emplearcon fundamentalmente para la propagacién y
confirmacidén del RTD de los 84 bacteridfagos obtenidos en la
primera seleccidén y, posteriormente, para su fagotipia con

los nuevos bacteridfagos seleccionados.

1.2.2.2 Criterios de seleccién.

La segunda seleccidn se basa fundamentalmente en los
criterios de reproducibilidad y conservacidn del RTD de los

bacteridéfagos.

Los 84 bacteridfagos previamente seleccionados fueron
propagados y, posteriormente, se verificd su RTD en sus cepas

propagadoras. Los resultadcs obtenidos fueron los siguientes:
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16 bacteridfagos presentaban anomalias durante el
proceso de propagacién: 5 no eran reproducibles, morian
en la propagacidén, 3 modificaban completamente su patrén
litico con respecto al que tenian antes de ser
propagados y 8 presentaban un titulo muy bajo (menor de
10"}, Al no cumplir las condiciones de marcador
epidemioldgico, este grupo de 16 bacteridfagos fue
rechazado. Dichos bacteridéfagos fueron: 21, 26, 32, 36,

38, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 49, 50, 61, 64 y 69.

12 bacteridfagos que en un principio presentaban buena
capacidad de ©propagacién y elevado RTID, fueron
rechazados porque perdian titulo al ser conservados a
4°C para su uso posterior. Esto se comprobd enfrentando
estos bacteridéfagos a sus cepas propagadoras en tres
ocasiones. Se pudo ver gque la lectura disminuia
considerablemente en cada enfrentamiento e incluso
algunos no presentaban lisis en la tercera ocasiodn. Los
bacteridfagos rechazados por este motivo fueron: 4, 5,

6, 7, 8, 11, 14, 34, 51, 66, 67 y 68.

Tras esta segunda seleccidn el numero de bacteridfagos

se vio reducido a k6.

1.

2

.3

Tercera seleccidn.

Se hizo a partir del grupo de 56 bacteridfagos obtenidos

de la seleccidn anterior.
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1.2.3.1 Cepas Salmonella serotipo Enteritidis.

Las cepas usadas en este paso fueron: Grupo Primero y

Tercero, Subgrupo A.

Se emplearon fundamentalmente para fagotipia con los

bacteridéfagos resultantes de la seleccidn anterior.

1.2.3.2 Criterios de seleccidn.

Esta seleccidn se basa en la diferencia de lectura de
los resultados encre los distintos bacteridéfagos

seleccionados.

Los 56 bacteridfagos seleccionados se enfrentaron a sus
cepas propagadoras tres veces consecutivas. Tras un andlisis
muy detallado de la lectura de los resultados, se comprobd
que habia bacteridfagos dgue presentaban caracteristicas

similares entre si.

Para poder realizar un mejor estudio comparativo entre
ellos se decidid reunir los bacteridfagos en grupos

homogéneos. Finalmente, se establecieron tres grupos:

Grupo A: Bacteridfagos con patrdn litico estable.

Formado por 22 bacteridfagos reunideos, a su vez, en 8
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grupos, cada uno de ellos incluyendo aquellos
bacteridéfagos que presentaban igual patrdén litico. De
cada uno de los 8 grupes se selecciond un bacteridfago,
agquel que presentaba lectura mas clara y RTD mas alto.

Este grupo viene reflejado en la tabla 10.

TABLA 10. TERCERA SELECCION DE BACTERIOFAGOS SALVAJES:

GRUPO A.
e e ] e 2 e
SUBGRUPOS BACTERIOFAGOS BACTERIOFAGO
SELECCIONADO
JL
L 1 1, 2, 15, 18 1 1
2 16, 22, 48, 52 16
3 25, 37 25
4 29, 30, 31 29
| 5 47, 56, 60 47
6 71, 72 . 72
5 = 4
| 7 79, 80 79
8 81, 83 81
e I e o e e e e e e

GRUPQ RB: Bacteridfagos con lectura baja.
Formado por 19 bacteridfagos gue presentaban un patrén
litico similar a otros, pero con lectura
considerablemente mas baja. Se comprobd su semejanza con
octros bacteridfagos probando estos al 10 RTD (10 veces
concentrada su dilucidn de uso). En estas condiciones,
los bacteridéfagos aumentaban su lectura siendo, como se
preveia, similar a la de otros. Se comprobd también que,
probados los bacteriofagos al 100 RTD (100 veces

concentrada su dilucidn de uso) la lectura no sufria
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modificaciones. A estos bacteridfagos se les denomind de
baja sensibilidad. Fueron rechazados por no tener
capacidad de discriminacién. Estos bacteridfagos
fueron: 9, 17, 20, 23, 24, 53, 54, 55, 57, 58, 62, &5,

70, 73, 74, 75, 77, 78 y 84.

GRUPO C: Bacteridfagos con lectura diferente.
Formado por 14 bacteridfagos con lectura totalmente
diferente entre si y a la de los bacteridfagos de los
aotras grupos. Estos bacteridfagos son: 3, 10, 12, 13,

19, 28, 33, 35, 39, 40, 59, 63, 76, y 82.

El numero final de bacteriéfagos que quedd tras esta
tercera seleccidén fue de 22, estando formado por 8
bacteridéfagos del grupo A y 14 del grupo C. El1 grupo B fue
enteramente rechazado. La tabla 11 muestra los bacteridfagos

seleccionados.
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TABLA 11. TERCERA SELECCION DE BACTERIOFAGOS SALVAJES.

BACTERIOFAGOS SELECCICNADOS.

BACTERIOFAGO RTD CEPA PROPAGADORA

/ANO

1 107 79279/85

3 10* 79279/85

10 10 78881/85 B

12 10 79133/85

13 107 78299/85

16 10 78099/85

19 107 361/87

25 107 89595/86

28 10* 19/87

29 10° 89542/86

33 10 89542/86

35 10° 88825/86

39 107 80441/86 )

40 10 136/87

47 107 89328/86

59 . 107 89022/86

63 10 80544/86

72 10 80041/86

76 107 80441/86

79 107 88158/86

81 10° 88825/86

82 10* 89015/86
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1.2.4 Cuarta seleccidn.

Se realizd a partir del grupo de 22 bacteridfagos

seleccionados en el proceso anterior.

1.2.4.1 Cepas de Salmonella serotipo Enteritidis,.

Las cepas utilizadas en esta seleccidn fueron las
pertenecientes a los Grupos Tercero (Subgrupos A y B) vy

Cuarto.

Se emplearon para fagotipia con el grupo de
bacteriéfagos anteriormente seleccionados. La fagotipia se

repitid tres veces.

1.2.4.2 Criterios de seleccidn.

Se basan en la tipabilidad y poder discriminatorio de

los bacteridfagos seleccionados.

Los resultados de la fagotipia se estudiaron
detalladamente, repitiendo en ocasiones la fagotipia de
aquellas cepas que presentaban fagotipos diferentes, para su
comprobacidén definitiva. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes:
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- g8 Dbacteridfagos presentaban, en las 1500 cepas,
diferencias muy pequefias en su lectura, (lecturas entre
SCL y CL). Su poder discriminatorio nec era bueno. Estos
fueron: 1, 16, 29, 59, 72, 76, 79 y 81l. Su lectura era

semeiante al bacteridfago 1 del juego autéctono (133).

- 3 bacteridéfagos: 25, 33 y 82, presentaban lectura

semejante al 3 pero mas baja.

- 4 bacteridéfagos presentaban lectura semejante al 10 pero
mas baja. Estos fueron: 28, 39, 47 y 63. Su lectura,

probadeos al 10 RTD, no variaba.

Todos estos bacteridfagos quedarocon eliminades del juego

final por no aportar mayor discriminacidén al grupo.

El juego de bacteridfagos de procedencia salvaje

finalmente constituido consta de 7 bacteridfagos. Se les
designd con nimeros romanos correlativamente del I al VII.

Esta seleccidn final aparece reflejada en la tabla 12.
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TABLA 12. SELECCION FINAL DE BACTERIOFAGOS SALVAJES.

NUMERO NUMEROQ RTD CEPA PROPAGADORA
ANTERIOR ACTUAL /ANO |
e | - i | — e e
3 I 10 79279/85
™
10 II 107 78881/85
12 III 10 79133/85
13 IV | 10 78299/85 |
19 v 10%® 361/87
35 VI 1073 88825/86
40 VIT 10 136/87
e — — . i .

2 ACTERIO LI ICOS
2.1 Induccidn de bactericfagos lisogénicog.
2.1.1 Cepas de Salmonella serotipg Enteritidig.

Las cepas usadas para la induccién de bacteriéfagos
lisogénicos son las pertenecientes a los Grupos Primero y
segundo.

Del Grupo Primero se indujeron 12 bacteriéfagos. Del

Grupo Segundo se indujeron 23. Todos ellos de una cepa

diferente.

La cepa de la cual se indujo el bacteridéfago pasd a

ser su cepa propagadera.
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En total se indujeron 48 bacteridéfagos lisogénicos de
150 cepas estudiadas. Estos bacteridfagos fueron numerados
correlativamente segin se inducian, pero anteponiendo la
letra L (de 1lisogénico) para diferenciarlos de 1los

bacteriéfagos salvajes.

Antes de ser purificados fueron de nuevo enfrentados a
sus cepas propagadoras para comprobar si habian perdido sus
propiedades lisogénicas vy habian adquirido propiedades

liticas.

Los resultados fueron los siguientes:

1.- 19 bacteriéfagos, al ser inducidos, sufrieron algln tipo
de mutacidén en su estructura genética confiriéndoles,
por ello, propiedades liticas. Al ser de nuevo
enfrentados a sus cepas propagadoras, les ocasionaron
una lisis. Los datos epidemiclégicos de estos

bacteridéfagos vienen representados en la tabla 13.

2.- Los 29 restantes no presentaron accién litica. Al ser
enfrentados a su cepas propagadoras, no qcasionaban en
ellas placas de lisis; se incorporaban de nuevo a la
estructura genética de la bacteria al no haber perdido

su condicidén de bacteridfago lisogénico durante el
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proceso de induccldédn. Sobre las cepas propagadoras de
este grupo se& efectud una segunda induccidn para forzar,
en los bacteridfagos ligsogénicos, una mutacidn gque les
convirtiera en fagos liticos. En esta segunda induccidn
los resultados fueron los mismos, ningun bacteridfago
pasé a la forma 1litica. Seguidamente se pensd en
enfrentarlos, una vez inducidos, a otras cepas gue no
fueran las propagadoras para ver si frente a ellas si
poseian accidén litica. Para ello se tomaron como muestra
50 cepas de Salm a serotipo Enteritidis
pertenecientes al Grupe Cuarto. Los resultados fueron

ios siguientes:

- 20 bacteridéfagos no presentaban ningin tipo de

lisis en las 50 cepas.

- 2 ocasionaban lisis en algunas cepas pero, al ser
enfrentados tres veces seguidas a dichas cepas,
modificaban su patréon litico, variande la lectura

de una vez a otra.
- 7 ocasionaban igual lectura litica en las 50 cepas
y, al cabo de varios enfrentamientos, perdian su

acecién litica.

Como resultado de estos hechos, este grupo de 29

bacteridéfagos gquedd rechazado.
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TABLA 13. BACTERIOFAGOS LISOGENICOS INDUCIDOS.

133

BACTERIOFAGO RTD CEPA PROPAGADORA
/ANO
Ll 10 i 10032/91
L2 107 58/92
L3 107 62/92
L4 10 63/92
L5 107 64/92
L6 10 65/92
L7 10 67/92
L8 10 69/92
L9 10 71/92
L10 10" 77/92
L1l 107 78/92
L12 107 80/92
L13 | 107 82/92
L14 ‘ 10 84/92
L15 107 86/92
Ll6 107 ] 87/92
117 104 88/92
L18 10* 89/92
L1s 107 90/92




2.1.% Brimera geleccidn de bactevidfagas lisogénicog.

Se hizo a partir del grupo de 19 bacteridfagos con
accidon litica. Se les numerd correlativamente del 1 al 19

anteponiendo la letra L.

2.1.3.1 Cepas de Salmonella serotipo Enteritidis.

Los grupos de cepas usadas este proceso de seleccidn de
bacteridéfagos lisogénicos fueron: Grupo Primero, Grupo

Sequndo y Grupo Tercero (subgrupoc B).

2.1.3.2 Criterics de seleccidn.

Se aplicaron en este caso los criterios de estabilidad

litica y conservacidn de titulo.

Se efectuaron con el grupo de 19 bacteridfagos los tres
pases de purificacidén, no presentandc ninguna modificacién
morfolégica de sus placas de lisis. Se considerd, por tanto,
que de cada cepa solo se habia inducido un bacteridéfago. Una

vez purificados se propagaron y titularon.

Seguidamente se enfrentaron, en tres ocasiones, a las 50
cepas del grupo primero, a las 100 cepas del Grupo Segundo y

a las 9 cepas del grupo tercero (subgrupo B), mostrando los
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siguientes resultados:

- 2 bacteridéfagos (Lé y L17) mostraban gran inestabilidad
en sus patrones liticos, presentando diferentes lecturas
en cada enfrentamiento, wmotivo por el c¢ual fueron

rechazados.
- 2 bacteridfagos (Ll y L2) perdian titulo al conservarse
en nevera a 4°C para su posterior uso. Fueron también

rechazados.

El nUmero inicial de bacteridéfagos inducidos quedéd

reducido a 15. Esta seleccidn viene reflejada en la tabla 14.
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TABLA 14. BACTERIOFAGOS LISOGENICOS: PRIMERA SELECCION.

— e o e e S e
BACTERIOFAGO RTD CEPA PROPAGADORA

/ANO
e 1

62/92

63/92

64/92

L7 10 67/92

-

L8 | 10 | 69/92

LS 10°® 71/92

L10 10° 77/92

L1l 103 78/92

L12 107 80/92

Li3 107 82/92

L1l4 10® 84/92

L15 107 86/92

L1lé 10 87/92

L18 10°¢ 89/92

L19 10% 90/92
W - — ]
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2.1.4 Se i 18f

Selecri1dn final

Se efectudé a partir del grupo de 15 bacteridfagos

obtenidos en la seleccidn anteriocr.

2.1.4.1 Cepas de Salmonella serctipo Enteritidis.

Las cepas usadas en esta segqunda seleccidén de
bacteriéfagos lisogénicos fueron las pertenecientes a los

Grupos Tercero (subgrupos & y B) y Cuarto.

2.1.4.2 Criterios de seleccidn.

Se aplicd, en esta segunda seleccidn, el criterio de

mayor poder de discriminacién.

El grupo de 15 bacteridfagos fue enfrentado a las cepas
de los grupos anteriormentce mencionados, en tres ocasiones.

Los resultados fueron los sigquientes:

- 10 bacteridfagos presentaban igual patrdn litico frente

a todas las cepas estudiadas.

- 3 bacteridfagos presentaban igual patrén litico que

algin bacteridéfago salvaje anteriormente seleccionado.
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Finalmente, del grupo de 15 bacteridfagos fueron
seleccionados dos porque eran los Unicos que aportaban
discriminacidn al grupo de bacteridfagos salvajes
anteriormente seleccionados. Estos fueron el L10 y Lll. Se
les numerd correlativamente con los bacteridfagos salvajes
seleccionados, pasando a ser los numeros VIII y IX. En la

tabla 15 vienen reflejados sus datos epidemioldgicos.

TABLA 15. BACTERIOFAGOS INDUCIDOS. SELECCION FINAL.

BACTERIOFAGO NUMERO RTD CEPA PROPAGADORA
ACTUADL /ANO

SRSl ffcteliney - P el —

Las cepas usadas para la seleccidn de bacteridéfagos de
juegos alternativos fuexron las pertenecientes a los Grupos

Primero y Tercero {(subgrupos A y B).

Los juegos de bacteridfagos alternativos probados en

este trabajo pertenecen a esquemas de fagotipia para otros
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microorganismos de caracteristicas similares a Salmonella,

Estos son:

Juego de  bacteridfagos  para fagotipia de
Pseudomona.

Juego de bacteridéfagos para fagotipia de Serratia.
Juego de bacteridfagos para fagotipia de
Typhimurium.

Juegé de bacteridfagos para fagotipia de
Salm 1 serotipo Enteritidis autdctono de

Hungria.

La descripcién de estos juegos viene reflejada en el

apartado de Material y Métodos.

El objetivo de la utilizacién de estos bacteridéfagos era

la posible incorporacidén de alguno de ellos a nuestro juego

de bacteridfagos para aumentar su poder de discriminacién.

Cada

uno de estos juegos fue probado con los grupos de

cepas seleccionadas. Los resultados fueron los siguientes:

- Los juegos para Serratia y Pseudomonas no producian

lisis en las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis.

- El juego para Salmonella serotipo Typhimurium producia

una lisis tipo CL en todas las cepas de Salmonella

serotipo Enteritidis estudiadas, salvo en las cepas del

Grupo Tercero subgrupo A (no tipables por el esquema
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autdctono}, gque tampoco eran lisadas por este juego de

bacteridéfagos.

- El juego autéctono de Hungria para Salmopella serotipo
Enteritidis ocasionaba una lectura idéntica en todas las
cepas, semejante al fagotipo A del esguema autoctono,
pero con una lectura mas baja. Sus bacteridéfagos fueron
nuevanente probados frente a las cepas seleccionadas,
pero a una concentracidén mayor (10 RTD); la lectura fue

la misma.

A la vista de los resultados se rechazd la incorporacién
de bacteridéfagos de estos juegos al nuestro, ya que no

mejoraban su eficacia y discriminacién,

4 SELECCION DE BACTERIQFAGQS DEL JUEGQO AUTQCTONO.

El juego de bacteridéfagos autdctono para Salmonella
serotipo Enteritidis elaborado en estudios anteriores en
nuestro laboratorio fue la base para el desarrollo del nuevo
esquema de fagotipia. Uno de los objetivos principales que se
plantearon al inicio de este trabajo fue la incorporacidn de
nuevos bacteridfagos al esquema autdctono, que aumentaran su

poder de discriminacidn.

Una wvez finalizados los procesos de seleccidn de
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bacteriéfagos salvajes y lisogénices  explicados con
anterioridad, se procedid a realizar una fagotipia conjunta
a las cepas de los Grupos Primero y Tercero con el grupo de
bacteridfagos formado por: los bacteridéfagos del juego

autbdctono anterior y los nuevos bacteridfagos seleccionados.

Como en todos los demds casos, la fagotipia se repitié
en tres ocasiones para confirmar la estabilidad de los

resultados.

Los resultados fueron los siguientes:

A.- El bacteriéfago 1 del juego autdctono era el Gnico que
presentaba una lisis tipo confluente en todas las cepas
de Salmonella serotipo Enteritidis. Ninguno de 1los
nuevos bacteridfagos seleccionados presentaba esta

caracteristica.

B.- El bacteridfago 2 del juegoc autdctono presentaba unos
patrones liticos semejantes al bacteriéfago III de los
seleccionados en este trabajo, pero sus placas de lisis

eran mas claras y su RTD mds elevado.

C.- El resto de los bacteridfagos del juego autdctono
presentaban unos patrones de lisis semejantes a alguno
de los nuevos bacteridfagos seleccionados, pero su poder

de discriminacién y su RTD era més bajo.
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En vista de estos resultados, se decidié:

1.- Seleccionar el Dbacceridéfago ntmero 1 del juego
autdctono, que produce 1isis en todas las cepas tipables

de Salmonella serotipo Enteritidis.

2.- Seleccionar el Dbacteridéfago nimeroc 2 del Jjuego
autdctono, por presentar mejores condiciones para la

fagotipia que el bacteridéfago III.

3.- Rechazar el resto de los bacteriffagos del juego
utéctono que presentaran caracteristicas comunes con
algun bacteridfago de los nuevos, va que el poder de

discriminacidn y el RTD de estos eran mejores,

Finalmente, quedd estructurado un nueve juego de
bacteridfagos formade por los nuevos bacteridfagos
gseleccionados en este trabajo, salvo el numero III, y la

incorporacidén de dos bacteridfagos del juego autdctono.

Al bacteridéfago numerc 1 del juego autdctono se le dio
el namero X y al nimero 2 se le dio el numero III ya que era
a éste al que sustituia. Los datos epidemioldgicos de estos

bacteridéfagos vienen representados en la tabla 16.
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TABLA 16. BACTERIOFAGOS DEL JUEGO AUTOCTONO SELECCIONADOS.

e ¢ T e T e
NUMERO NUMEROQO RTD CEPA PROPAGADORA
/ANO
e | e e
107 2215/80
2 III 10 2267/80 |
== e e

5 JUEGO DE BACTERIOFAGOS SELECCIONADG.

Finalmente, el juego de bacteridfagos propuesto en este

trabajo consta de 10 bacteridfagos:

- 6 bacteridfagos de origen salvaje.
- 2 bacteridfagos de origen lisogénico.
- 2 bacteridéfagos del Juego de Dbacteridfagos

autdcrono.

A los bacteridfagos del juego se les designd con nimercs
romancs del I al X. Todos estos bacteridfagos fueron
propagados y titulados para ser usados postericrmente en la

fagotipia de las cepas del Grupo Cuarto y el grupo de bhrotes.

En la tabla 17 aparece reflejado este Jjuego de

bacteridéfagos, indicando su origen y su nuevo RTD.

En la tabla 18 aparecen las caracteristicas morfoldgicas

de las placas de lisis de cada bacteridfago.
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TABLA 17. JUEGO DE BACTERIOFAGOS.
S R——— e e ey
NUMERO RTD CEPA PROPAGADORA PROCEDENCIA
==£SEE££==-~~ = '(aﬁo et {|
I 10° 79279/85 Salvaje
11 10% 78881/85 Salvaje
II 10° 2267/80 Juego autdctono
v 10° 78299/85 Salvaje N
v 10°% 361/87 Salvaije
VI 107 88825/86 Salvaje |
VII 10 136/87 Salvaje
VIII 107 77/92 Lisogénico
IX 107 78/92 Lisogénico
X 107 2215/80 Juego autdctono
e

TABLA 18. JUEGO DE BACTERIOFAGOS: CARACTERISTICAS

MORFOLOGICAS DE LAS PLACAS DE LISIS.

e .
BACTERIOFAGO CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
i I | rugosa, grande, halo
II rugosa, pequerna, no halo
IIT rugosa, grande, halo
v rugosa, grande, halo )
v rugosa, mediana, nc halo
VI ) lisa, pequeda, noc halo
VII { lisa, mediana, halo
i VIII lisa, pequera, no halo
IX lisa, grande, halo
L X rugosa, grande, halo
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& ESQUEMA DE FAGOTIPIA.

Con el juego de 10 bacteridéfagos finalmente constituido
se fagotiparon las cepas pertenecientes al Grupo Cuarto,
formade por 1500 aislados de cepas de Saimoneiia serotipo
Enteritidis. Se repitid el proceso, como es habitual, tres

veces, para confirmar la estabilidad de los resultados.
Finalmente, se confirmé la presencia de 10 fagotipos.
A cada fagotipo se le designd con un nimerg, ordenados

correlativamente del 1 al 10 segun su frecuencia de

aparicién, de mayor a menor.

En la tabla 19 viene representado el patrén litico del

juego de bacteridfagos.

El numero de cepas pertenecientes a cada fagotipo viene

indicadeo en la tabla 20.

El porcentaje de cepas no tipables por este esquema fue

muy bajo (0,77%).



TABLA 19. ESQUEMA DE FAGOTIPIA

BACTERIOFAGOS
-

FAGOTIPO I I i v \Y Vi Vil Vil IX X
1 cl cl cl cl cl cl cl cl cl cl

2 A B scl . B Y

3 - IS scl . : cl
4 7 - - ++ _ scl B scl - - - - cl

5 N N e N - | e

| ; .- - - + -+ _- - rs-cl - - - ;I

7 .- : - A TR RN Y

8 - + * _ :I: - ol il— | - | cl

9 A ool | sl | 44+ | - | - R

iO | - - + + scl - - - - - cl
Notipable | - | - | - : : : - : :
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TABLA 20. DISTRIBUCION DE LAS CEPAS ESTUDIADAS POR FAGOTIPOS

FAGOTIPO NUMERO PORCENTAJE
) 360 61,60
, 4 440 28, 20
3 80 5,10
X 40 2,50
- 10 0,60
z 4 0,25
: | 3 0,19
; 5 i 0,19
; 5 0,12
10 2 0,12
No tipable 12 ,=ﬂ===L=.====£égl=====

7 APL DEL DE F TIPI BRO .

Para comprobar la utilidad y eficacia del nuevo esquema
de fagotipia, fue aplicado a un grupoc de 8 brotes de

gastroenteritis por Salmopnella serotipo Enteritidis.

Se seleccionaron estos brotes por disponer, en cada uno
de ellos, de muestras de enfermo del alimento contaminado vy,
en caso de existir, de muestras del portador asintomatico

causante del brote.

En la tabla 7 del apartado de Material y Métodos
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aparecen reflejados los datos epidemioldgicos de estos

brotes.

Tras la fagotipia de las 42 cepas que componian el grupo

de brotes, los resultados fueron los siguientes:

- Todas las cepas asociadas a un brote, ya hubieran sido
aisladas de heces del enfermo, del portador o de una
muestra del alimento contaminade., presentaban la misma
lectura correspondiente a un fagotipo de nuestro

asguema.

- De los 8 brotes estudiados, 7 pertenecian al fagotipo 1

y uno al fagotipo 3.

En la tabla 21 vienen representados los fagotipos de los

8 brotes.

TABLA 21. FAGOTIPOS DEL GRUPQO DE BROTES.

e
BROTE N° DE CASOS FAGOTIPO
1 i 12 1
2 36 1
] 3 5 1
4 49 3 J
5 40 1
6 15 1
7 S i 1
| 8 56 i 1
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DISCUSION
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Basdndose en la eficacia de la fagotipia como marcador
epidemioldgico complementaric para otros serotipos de
Salmonella, tal es el caso de los serotipos Typhi y Typhimu-
rium, se decidid configurar un esquema de fagotipia para

Salmonella serotipo Enteritidis.

Un primer trabajo en este sentido dio como resultade la
formacidén de un esquema autdctono de fagotipia (133). Tras
ser probado durante 6 afios con cepas de galuQnella serotipo
Enteritidis remitidas a nuestro laboratorio para su estudio,
se termind de confirmar la fagotipia como un rdapido vy

econdmico método de discriminacidn de estas cepas.

Este esquema autdctono presentaba una alta tipabilidad,
perc el gran predominio de dos fagotipos (A y B) hizo que se
siguiera trabajando en el aislamiento de nuevos bacteridfagos

capaces de subdividirles.

Basado en este primer esguema de fagotipia se ha
configurado uno nuevo que ha mejorado la tipabilidad vy

discriminacidén del anterior.
Este nuevo esquema estd formado por la combinacidén de

los dos tipos de fagotipia: fagotipia directa (bacteridfagos

salvajes) y fagotipia inversa (bacteridfagos lisogénicos).
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Ambas fagotipias presentan una serie de ventajas y de
inconvenientes pero, segun se comprobd, juntas mejoran su

eficacia.

La fagotipia directa tiene como ventaja la relativa
facilidad en el aislamiento de bacteridéfagos salvajes, pero
tiene los inconvenientes de lo dificil de su purificacién y
el escaso poder de discriminacidén de estos bacteridéfagos, por

la altisima capacidad litica que presentan.

La fagotipia inversa tiene, por el contrario, como
ventajas la sencillez en la purificacidén de sus bacteriéfa-
gos, ya gue de cada célula huésped solo se suele aislar uno,
y su buen poder de discriminacidn; sin embargo, tiene como
inconveniente que la induccidn de bacteridfagos lisogénicos
es muy dificil de conseguir, ya que estos bacteridéfagos en

raras ocasiones pierden su condicidn de lisogénicos.

Aprovechandc las buenas condiciocnes de cada una de las

dos fagotipias se pudo conseguir un esquema de fagotipia con

alta tipabilidad y buen poder de discriminacidn.

2 BACTERIOFAGOS ADAPTADOS.

Este tipo de bacteriofagos se emplean fundamentalmente

para mejorar la tipabilidad de un esquema de fagotipia.
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Al inicio de este trabajo se pensd en la posibilidad de
incorporarlos si fuera necesario, pero una vez configurado el
nuevo esquema de fagotipia y después de fagotipar las cepas
de los 5 grupos expuestos en el apartado de Material vy
Métodos, se vio que su tipabilidad era muy buena (solo el
0,97 de las cepas estudiadas eran no tipables}, nc haciendo

necesaria la incorporacién de bacteriéfagos adaptados.

En futurcos estudios con el nuevo esquema de fagotipia
incorporade a la rutina del Laboratorio, seglin se vayan
fagotipando de forma habitual las cepas de Salmonella
serotipo Enteritidis recibidas para su estudio, se
considerard 1la posible incorporacidén de Dbacteridfagos

adaptados si el porcentaje de cepas no tipables aumentara.

3 VALORACION DEL PODER DE DISCRIMINACION DEL NUEVO ESOUEMA
DE FAGOTIPIA.

El poder de discriminacidn de un esquema de fagotipia
viene dado por el numero de fagotipos que es capaz de
distinguir y el porcentaje de cepas pertenecientes a cada uno

de ellos.

El nuevo esquema de fagotipia presenta una aceptable

discriminacidén. E1 99,0 de las cepas estudiadas fueron
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distribuidas en 9 fagotipcos diferentes.

Los fagotipos 1 y 2 son los mayoritarios; juntos
representan el 89,80% de las cepas estudiadas (Tabla 20}.
Aunque este porcentaje es alto, mejora el poder de
discriminacidén del esquema anterior, ya que los fagotipos A

v B constituian el 94,3 de las cepas estudiadas.

Para confirmar el mayor poder de discriminacién del
nuevo esquema de fagotipia se realizd, en cepas del fagotipo
A del esquema anterior, una fagotipia con los bacteriofagos
del esquema nuevo. Los resultados fueron muy satisfactorios
pues subdividia las cepas del fagotipo A en tres fagotipos

del nuevo esquema. Estos fagotipos fueron el 2, 4y 7.

Sin embargo el predominio de los fagotipos 1 y 2 hace
necesario determinar si esta circunstancia se debe a un
escaso poder de discriminacidn del esquema © a la presencia
de cepas similares en Espafia, como parece ser gue sucede con
ctros esquemas autrdctonos en otros paises, como en Inglaterra
con el fagotipo 4 y en USA con el fagotipo 8, segln Ward

(153} .

Para aclarar esta circunstancia y poder seguir
crabajando en la mejora del nuevo esquema de fagotipia seria
necesaria la comparacidn con los esquemas de fagotipia
vigentes en otros paises, con cobjeto de elaborar uno de

aplicacidén general que mejorara la vigilancia epidemioldgica
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de las gastroenteritis por este microorganismo.

Todas las cepas asociadas a un mismo brote pertenecian
al mismo fagotipo (Tabla 21}, lo que indica la probabilidad
de que las cepas estudiadas pertenezcan al mismo brote. En el
caso del brote numero 3 ocasionado por cepas pertenecientes

a un fagotipo no mayoritaric, la probabilidad de que todas

las cepas estudiadas sean del mismo brote aumenta
considerablemente.
5

El nuevo esquema de fagotipia consta de 10 bacteridfa-

gos, 6 de origen salvaje, 2 de origen lisogénico y 2

pertenecientes al esquema autdctono anterior (Tabla 17).

Del anterior esquema autdctono (133) se seleccionaron
tan solo 2 bacteriofagos, ya que la practica acumulada tras
6 aflos de fagotipar cepas de Salmonella serotipo Enteritidis
con este esquema, demostrd que el resto de los bacteriofagos

no eran suficientemente estables.
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Los 10 bacteridéfagos que componen el nuevo esquema de
fagotipia discriminan las cepas en 9 fagotipos por 1las
diferentes lecturas que en ellas producen, pero se puede
astablecer un criterio de familiaridad entre alguno de ellos.
Este criterio de familiaridad se ha establecido en razdén a la
semejanza en el tipo de lisis gue presentan en determinados

fagotipos. Estos bacteriéfagos son:

- Bacteridéfagos II y VII. Ambos bacteridéfagos presentan
lisis tan solc en las cepas del fagotipo 1 y del
fagotipc 8. La lisis que producen en las cepas del
fagotipo 1 es del tipo cl, mientras que la que presentan
en las del fagotipo 8 es una lisis de lectura muy baja
en el caso del bacteridfago I (+), y muy alta en el caso
del bacteriéfago VII (ol). Se probd el bacteridéfago I al
10 RTD para ver si aumentaba su lectura en las cepas del
fagotipo 8; al no presentar modificaciones, ambos

bacteriéfagos se consideraron diferentes (Tabla 22}.

- Bacteridfagos VIII y IX. Ambos bacteridéfagos son de
procedencia lisogénica, presentan lisis tipo confluente
en las cepas del fagotipo 1 y del fagotipo 7 una lisis
muy cercana ,tipo cl para el bacteridéfago VIII y +++
para el bacteriéfago IX. La diferencia entre ellos
radica en el fagotipo 8, ya que el bacteriéfago VIII
produce una lectura de + y el bacteridfago IX no provoca
ninguna lisis. Para confirmar la diferencia entre ellos

se probd el bacteridéfago IX al 1C RTID sobre cepas del
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grupo cuarto, no modificande su lectura. Ambos
bacteriéfagos se consideraron, por tanto, diferentes

{Tabla 23).

El resto de los bacteriéfagos presentan lecturas

totalmente diferentes entre si.

TABLA 22. VALORACION COMPARATIVA BACTERIOFAGOS II Y VII.

= —— " 1 - 4 I I ___H_ 41 - -’ _—— ]
FAGOS 1 2 3 4 8 6 7 8 9 10
II S N e I I I -
VII cl - - - - - - I ol - -
e R e e e e e e L e . e | e e

TABLA 23. VALORACION COMPARATIVA BACTERIOFAGOS VIII Y IX.

FAGOTIPOS

FAGOS 1 2 3 4 5 6 7
VIII cl - - - - - cl

IX cl ~ - - - - 4+

H—— - — ¢t —— b — ]

6 VALORACION COMP TIVA DE LOS FAGOTIPOS M EL
O E DE FAGOTIPTIA,

Como ya se ha expuesto en el apartado de resultados,
todas las cepas de Salmonella sSerotipo Enteritidis
estudiadas, excepto las no tipables, se pueden clasificar en

9 fagotipos distintos segun el nuevo esquema de fagotipia.
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Aunque entre estos fagotipos existen claras diferencias,
se puede establecer un criterio de semejanza entre varios de
ellos. Estos fagotipos son los 2, 4 y 9. El fagotipo 9 es el
que presenta una lectura mas alta. Las cepas pertenecientes
a los fagotipos 2 vy 4 fueron fagotipadas con los
bacteriéfageos al 10 RTD para ver su cercania al fagotipo 9.
Su lectura no se modificd. Se consideraron, por ftanto, 3
fagotipos diferentes. La tabla 24 refleja tanto la semejanza

como la clara diferencia entre ellos.

Entre el resto de los fagotipos no se pudo establecer

ningin tipo de valoracidn comparativa.

TABLA 24. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS 2, 4 Y 9.

. ]
BACTERIQFAGOS
s+ — -y —— . — - —— — 4 ——— -
FAGT. I 11 TI1 v v VI VII | VIII IX X
! ! .
2 il i ++ +++ - scl | - - - (cl
4 - - ++ scl ) scl - - - - cl
9 - - ++ scl scl b - - - cl
————— - ———— 1}
7 v ION COQ IVA R BACTERIOFAGOS DEL JUEGO
DE FAGOTIPIA AUTOCTONO ANTERIOR ¥ EI, NUEVQ.

Como yva se indicd en el apartado de resultados, los
bacteridéfagos III y IX del nuevo esguema de fagotipia son
bacteriéfagos aportades por el juego autdctono anterior

Corresponden a los bacteridfagos 2 y 1, respectivamente.
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A excepcidn de estos bacteriofagos, por tratarse de los
mismos, se puede realizar un estudio comparativo entre varios

bacteriofagos pertenecientes a ambos esquemas.

La relacidén gque se ha establecido entre los
bacteridfagos de ambos jueges se basa fundamentalmente en el
tipo y numero de placas de lisis que presentan en 1los

distintos fagotipos. Dichos bacteridfagos son:

- Bacteridfagos III y 3: ambos bacteridfagos, salvo en los
fagotipos 1 y A respectivamente en los gque producen una
lisis muy alta, en el resto de los fagotipos su lectura

es de tipo ++ O negativa (Tabla 25).

- Bacteridéfagos IV y 4 : ambos bacteridfagos pasan de
preducir unas lecturas muy altas (tipo ¢l, scl y +++) en
algunos fagotipos a no provocar ningin tipo de lisis en

otros (Tabla 26).

TABLA 25. VALORACION COMPARATIVA BACTERIOFAGOS III Y 3.

FAGOTIPOS _ _
BACT ) 7 8 9 10
III ++ - + ++ ++
Y - ] ._____.___._.____.====.m.==-_—_.w —_—. —
B ———— - i o —— 4 — —— ]
o FAQOTIPOS ) )
BACT. A B C D E F G H I
3 scl - + 4+ - - - - ~ +
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TABLA 26. VALORACION COMPARATIVA BACTERIOFAGOS IV Y 4.

Aunque entre todos los fagotipos pertenecientes a ambos
esquemas ha sido comprobada en repetidas ocasiones su clara
diferencia, se puede establecer un criterio de semejanza

entre alguno de ellos. Los fagotipos implicados son:

- Fagotipos 1 y A: Ambos fagotipos podemos decir que son
el mismo. Todas las cepas perteneclentes a ellos son
lisadas por todos los bacteridfagos, con una lectura muy
alta, tipoe ¢l & scl. Son, ademds, los fagotipos

mayoritarios en los dos esquemas (Tabla 27).

- Fagotipos 3, B y H: Estos fagotipos presentan muy peca

lectura, no en cuanto al tipo de lisis, gue es muy alta,
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tipo ¢l & sc¢l, sino al numero de bacteridfagos que
producen lectura, tan solo dos en el fagotipo 3 y uno en

el fagotipo B (Tabla 28).

Fagotipos 6, 10 y D: Ambos fagotipos presentan pocos
bacteriéfagos con lectura y variada. Las lisis oscilan

entre ++ y ci (Tabla 29).

Fagotipos 4, 9 y G: Estos fagotipos presentan lectura en
la mitad de sus bacteridfagos. La lisis es variable,

entre ++ y cl (Tabla 30).

TABLA 27. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS 1 Y A.

m'# e

FAGT. I IT | IIT v A VI VII | VIII | IX | X
cl | cl cl cl cl cl cl cl cl | cl
o e
e — = =
BACTERIQFAGOS ]

FAGT. 1 2 3 4 5 I 6

cl scl scl cl sclJ_scl
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TABLA 28. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS 3, B Y H.

e
BACTERIOFAGOS
P —— ] - — 4% —  J - —— - —— ]
FAGT. || 1 | 2 3 4 5 6
B - - - | sc1 | - -
H - - - - - | scl
H—— —y— . ——H — _— "} "

TABLA 29. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS &, 10 Y D.

BACTERIOFAGOQS

N

——

T IT | I1I IV v VI VII | VIIT | IX | X I

- - o+ - - scl - - - ] cl

- - ++ scl - ~ - cl

S | R A St | Sy, | B ] #-%NIJ

TABLA 30. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS 9, 4 Y G.

\ BACTERIOFAGOS
—— _— H—— = H_— 1 ——————  H-— — I — ]
FAGT. I II III IV v VI VII | VIII IX X
4 - - ++ scl | scl - - - - cl
9 - - ++ scl | scl | +++ - - - cl
F———3———— 1 b 3 — ¥} — —— — 1 JF
ﬂ BACTERIOFAGOS
FAGT. 1 2 3 4 5 6
G - 4+ - cl - scl
| er—e R s | e e
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CONCLUSIONES
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Los paises desarrollados poseen sistemas de informacidn
epidemioldégica gque permite conocer la situacidén de las

principales enfermedades humanas con bastante aproximacidn.

Basdndose en estos datos se aprecia gque Salmonella
serotipo Enteritidis es el principal agente causal de
gastroenteritis agudas en Espafia, por lo que se hacia
imprescindible un estudio epidemiolégico mas profundo para

este serotipo.

Las nuevas metodologias han mejorado tanto la rapidez en
el diagndsticec como la capacidad de realizar estudios

epidemioldgicos.

Un elemento clave de ambos procesos radica en la
posibilidad de caracterizar el microorganismo y de determinar
que este estd asociado con la aparicidén de la enfermedad o
brote epidémico, para lo que se requiere el conocimiento de
aquellcs atributos dnicos que le distingue de los demas, este
es el objetivo esencial que tienen 1los marcadores

epidemicldégicos.

Al no existir un unico marcador epidemioldgico
complementario reconocido a nivel mundial para Salmonella
serotipo Enteritidis se planted el desarrollo de uno nuevo
gque subdividiera dicho serotipo y que permitiera hacer un
mejor estudico epidemiologico de este microorganismo

encaminado a una mayor prevencioén de las gastroenteritis tan
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frecuentes en nuestro pais.

En este sentido se eligio la fagotipia, ya que su
eficacia ha sido sobradamente probada en otros serotipos de

Salmonella tales como Salmonella serotipce Thyphi y Salmonella

serotipo Typhimurium.

La fagotipia permite desarrollar un mejor sistema de
control, tanto de las fuentes de infeccidn, de la cadena de
transmisién de la enfermedad y de la posible persistencia de
determinadas cepas en individuos {portadores asintomaticos)

y poblaciones.

Del trabajo presentado en la memoria se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

1.- El esquema de fagotipia desarrollado para Salmonella
serotipo Enteritidis estd formado por bacteridfagos
salvajes y lisogénicos. Dicho esquema presenta una alta
tipabilidad de las cepas estudiadas (95%) y poder de
discriminacidén. Ademas es un marcador reproducible y sus
bacteridéfagos presentan buena capacidad litica y elevado

titulo.

2.- La mejor fuente de aislamiento de los bacteridfagos que
componerl el esquema de fagotipia son las aguas
residuales. Esto puede ser un indicador de la posible

presencia de Salmeonellas sin que por ello se deduzca gue
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se encuentren en dosis infectivas. Como consecuecia se
podria decir que la presencia de bacteriofagos puede ser

un indice de contaminacién de las aguas por Salmonelia.

La aplicacién epidemiolégica de este esquema de
fagotipia demuestra que existen 2 fagotipos mas
frecuentes (1 y 2), lo cual puede deberse a la presencia
de 2 grupos de cepas mayoritarias en Espafia productoras
de toxiinfecciones alimentarias o al todavia escaso
poder discriminatorio de este esquema de fagotipia. La
comprobacidén de estas hipdtesis se deberia realizar en
posteriores estudios mediante la comparacidn con otros

métodos de tipificacién.

El esquema de fagotipia resultd especialmente eficaz en
el estudio epidemioldgico en los Dbrotes de
gastroenteritis aguda por Salmonella serotipo
Enteritidis tras una toxiinfeccidén alimentaria. En estos
se pude demostrar la relacidn epidemioclégica entre las
cepas alisladas de las distintas fuentes de infeccién
(alimentos contaminados y/o portadores asintomdticos) y

las cepas aisladas de los enfermos.
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