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Introduccidon. La caracterizacion de los brotes de fiebre tifoidea es importante
epidemiolégicamente, debido a que esto permite la blisqueda de la fuente y el desarrollo de
medidas de control.

Objetivo. Describir un brote de fiebre tifoidea en el municipio de Apartadd y caracterizar
fenotipica y genotipicamente los aislamientos de Salmonella Typhi relacionados con él.
Materiales y métodos. Se estudiaron 44 pacientes, a 15 de ellos se les tomaron muestras
para hemocultivos y a 7, muestras para coprocultivos. Los aislamientos bacterianos se estudiaron
con pruebas bioquimicas y serotipificacion y se determino el perfil de susceptibilidad a
antibidticos. Los aislamientos se evaluaron genotipicamente por reaccion en cadena de la
polimerasa para los genes hilA, invA e 1S-200, y por electroforesis en campo pulsado con Xbal.
Se estudiaron ocho muestras de agua asociadas al brote por reacciéon en cadena de la
polimerasa y cultivo para la biusqueda de Salmonella.

Resultados. A 15/44 pacientes se les confirmé el diagnéstico clinico de fiebre tifoidea, a 13 por
hemocultivos y a 2 por coprocultivos positivos para S. Typhi. Todos los aislamientos de S.
Typhi fueron sensibles a los antibiéticos probados.

La reaccién en cadena de la polimerasa confirmé la presencia de los genes hilA'y invA e IS-
200 en todos los aislamientos estudiados. La electroforesis en campo pulsado agrup6 10
aislamientos en el patrén COINJPP.X01.0035, tres en el patron COINJPPX01.0002, uno
COINJPP.X01.0012 y uno COINJPPX01.0037.

El estudio de aguas fue negativo para Salmonella spp.

Conclusiones. La electroforesis en campo pulsado establecid la presencia de dos brotes, que
inicialmente, por epidemiologia y pruebas fenotipicas del patégeno, habian sido descritos
como uno solo. Ademas, permitié diferenciar dos aislamientos de origen clonal diferente, que
indicaron casos aislados. No se pudo corroborar la fuente de infeccion en el agua.

Palabras clave: brotes de enfermedades, fiebre tifoidea/epidemiologia, Salmonella Typhi,
infecciones por Salmonella, técnica de tipificacion bacteriana, serotipificacion.

Characterization of two typhoid fever outbreaks in Apartadd, Antioquia, 2005

Introduction. The characterization of typhoid fever outbreaks is important because it is necessary
to find the source of the infection and development control measures.

Objective. A typhoid fever outbreak is described from Apartadé and the Salmonella Typhi
isolates characterized by phenotypic and genotypic methods.

Materials and methods. From 44 patients, 15 blood cultures and 7 stools cultures were
recovered. Phenotypic identification of isolates was done by biochemical and serological tests,
and antibiotic susceptibility was tested. Genes hilA, invA and the 1IS200 marker were evaluated
by polymerase chain reaction; pulsed field gel electrophoresis was used for the Xbal gene.
Eight water samples were examined by polymerase chain reaction and culture methods in
order to isolate Salmonella spp.
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Results. Fifteen patients were confirmed for typhoid fever, 13 by blood cultures and two by
stools cultures. All S. Typhi isolates were susceptible to the antimicrobials tested. The presence
of hilA, invA and 1S200 were confirmed by polymerase chain reaction in all isolates. The pulsed
field gel electrophoresis method grouped 10 isolates in COINJPP.X01.0035 pattern, three in
COINJPPX01.0002, one in COINJPP.X01.0012 and one in COINJPPX01.0037. Water isolates
were negatives for Salmonella spp.

Conclusions. Pulsed field gel electrophoresis discriminated the isolates in two outbreaks.
Initially the cases were described as only one outbreak, by epidemiological criteria and
phenotypic test. Additionally two isolates with different clonal origin were discriminated, indicating
that they were unrelated to the other cases. It was not possible to confirm the infection source
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from water samples.
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infections, bacterial typing techniques, serotyping.

Salmonella enterica es un patégeno transmitido
por alimentos y animales; su diseminacién se
puede presentar también a partir de humanos
reservorios, quienes luego de haber tenido la
enfermedad pueden permanecer por mas de un
afio excretando la bacteria por la materia fecal,
pues Salmonellatiene la capacidad de resistir la
accion de la bilis y permanecer en la vesicula
biliar. Estos reservorios mantienen constante la
circulacion del microorganismo en una zona
geografica y contribuyen a la presentacion de
casos esporadicos y brotes (1).

Debido a estas caracteristicas de transmision, la
salmonelosis se presenta como un problema de
salud publica en paises en desarrollo donde las
condiciones de salubridad, de disposicién de
excretas, acueducto y alcantarillado son precarias.
En Latinoamérica, Asia y Africa se encuentran
rangos de prevalencia de 200 a 500 casos por
100.000 habitantes (1,2).

Entre las salmonelosis descritas en paises en
desarrollo se encuentran la fiebre tifoidea y la fiebre
paratifoidea producida por S. enterica sero-
variedades Typhi y Paratyphi, respectivamente;
estas infecciones son graves y pueden producir
complicaciones y muerte, y en forma exclusiva
afectan al humano, el Unico reservorio y fuente
de contaminacion (2).
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De acuerdo con el Boletin de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de mayo de 2004 (1),
se puede estimar que anualmente ocurren mas
de 21 millones de casos de fiebre tifoidea con
méas de 200.000 muertes por afio y mas de 5
millones de casos de fiebre paratifoidea.
Latinoamérica esta catalogada como una regién
de incidencia media de fiebre tifoidea (10-100/
100.000 casos anuales) (1,3). En Colombia, de
los 2.330 casos reportados al Sistema de
Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) entre 2002
y 2004, sélo 3,7% fueron confirmados por el
laboratorio (4,5).

En Colombia, la prevalencia de fiebre tifoidea y
paratifoidea no esta definida; hay ausencia de
datos reales debido al subregistro. El Programa
de Vigilancia por el laboratorio de los serotipos y
de la susceptibilidad a antibiéticos de
enteropatégenos y la vigilancia centinela de S.
Typhi del Instituto Nacional de Salud (INS) en red
con los laboratorios de salud publica departamen-
tales, confirma los aislamientos clinicos enviados
de las diferentes zonas. Sin embargo, estos
aislamientos no corresponden al nimero real de
casos de salmonelosis y fiebre tifoidea que ocurren
en Colombia. La clasificacién de Colombia como
pais de endemicidad media para fiebre tifoidea
gue hace la OMS, se basa en datos aportados
por estudios realizados en otros paises y que han
sido extrapolados a nuestro medio (1,6).

Una de las herramientas que utiliza la vigilancia
epidemiolégica y el control de brotes, es la
identificacion de los agentes infecciosos
responsables, los métodos bacteriol6gicos de
cultivo en el caso de la salmonelosis son los
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utilizados para obtener el agente causal de las
muestras clinicas de pacientes. Para el estudio
de brotes, estos aislamientos bacteriolégicos se
analizan utilizando métodos de tipificacion
tradicionales, tales como las pruebas bioquimicas,
antibiograma, serotipificacion vy tipificacion por
fagos, los cuales son Utiles para describir la
epidemiologia de estas enfermedades. Sin em-
bargo, estos métodos no son lo suficientemente
sensibles para diferenciar los aislamientos del
mismo serotipo, ademas, son dispendiosos y
consumen mucho tiempo (7).

En respuesta a estas limitaciones, se han
aplicado varias técnicas de biologia molecular en
estudios de infecciones por bacterias y otros
microorganismos. Los métodos de tipificacion mas
ampliamente usados son los métodos basados
en el ADN, como el perfil plasmidico, la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y el analisis
con enzimas de restriccion y perfiles de ADN
gendmico utilizando electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE) (7).

En Salmonella, el método de PCR se ha aplicado
para la deteccion de genes involucrados en
virulencia como invA y hilA y las secuencias de
insercion 1S200, especificos de este género (8,9).
Dentro de los ensayos realizados por PCR para
lograr una rapida identificacion de los aislamientos
de Salmonella spp. recuperados de muestras
clinicas, de alimentos o ambientales, se ha
empleado la amplificacion del gen invA'y del gen
hilA, los cuales estan involucrados en el proceso
de invasion de células epiteliales y son
caracteristicos del género (9-15).

IS200 es un elemento genético mévil que se
encuentra en géneros de eubacterias como
Salmonella, Escherichiay Shigella, entre otras.
El interés en IS200 como un marcador molecular
del género Salmonella se basa en dos
caracteristicas: su baja tasa de transposicién y
su amplia distribucion (8,16).

La técnica de PFGE para determinar el perfil
gendmico es considerada en el estudio de
Salmonella como la prueba de oro para estudios
epidemioldgicos. Este procedimiento ha sido
estandarizado por los Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) de Atlanta para los
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patégenos transmitidos por alimentos; es una
herramienta valiosa para la subtipificacién de
patégenos bacterianos debido a que permite
agrupar en una forma segura aislamientos
epidemiolégicamente no relacionados al generar
patrones electroforéticos indistinguibles, asi como
también hace discriminacion entre los aisla-
mientos posiblemente relacionados. El poder
discriminatorio y la reproducibilidad son atributos
importantes de esta metodologia (17).

En el presente trabajo, se describe la
caracterizacioén fenotipica y genotipica de dos
brotes causados por Salmonella Typhi en el
municipio de Apartadd, Antioquia, ambos
ocurridos en un mismo periodo epidemioldgico.

Materiales y métodos
Pacientes

En la primera y tercera semanas del mes de mayo
de 2005, 44 personas habitantes de la vereda El
Reposo, perteneciente al municipio de Apartado,
Antioquia, presentaron un cuadro febril
acompafado de sintomas sistémicos.

Estudios clinicos y paraclinicos

Examen clinico: los pacientes consultaron al
servicio de urgencias y al de consulta externa del
Hospital Regional Antonio Roldan Betancur,
Apartadd, Antioquia, fueron atendidos por el
médico de turno, el cual les realizé un examen
fisico completo.

Gota gruesa: por ser una zona tropical en la cual
se presenté el brote y ante la sintomatologia febril
gue presentaron los pacientes, se realiz6 blsqueda
de paludismo con la prueba de la gota gruesa.

Cultivos: de 36 de los 44 (81,8%) pacientes que
consultaron, se tomaron muestras de sangre para
tres hemocultivos seriados en caldo tripticasa
soya, los cuales se incubaron a 37 °C y se
subcultivaron en agar sangre y agar MacConkey
(Becton Dickinson, Cockeysville, Madison,
Estados Unidos). También se tomd muestra de
materia fecal a 13 de los 44 (29,5%) pacientes; a
estas muestras se les hizo coprologico y el
coprocultivo en caldo selenito y agar xilosa, lisina,
desoxicolato (XLD) (BD, Becton Dickinson,
Cockeysville, Madison, Estados Unidos).



Biomédica 2007;27:236-43

Estudios fenotipicos y moleculares de los
aislamientos de Salmonella spp.

Identificacion bioquimica: las colonias aisladas
negativas para lactosa se identificaron
bioquimicamente con el sistema API®20E
(Biomerieux, Durham, USA) y se determiné el
perfil numérico para cada aislamiento, el cual se
confirmo con el programa correspondiente.

Serotipificacion: los aislamientos identificados
como S. enterica se clasificaron serologicamente
con base en el antigeno somatico O y los
antigenos flagelares H, utilizando el esquema de
Kauffmman y White, con antisueros monovalentes
y polivalentes (Bio-Rad, Hercules, California, USA,
Instituto Pasteur, Paris, Francia y Difco) (18).

Antibiotipo: la determinacion del antibiotipo se
realizé segun el método de difusion Kirby-Bauer
en agar Mueller Hinton (BD), de acuerdo con el
protocolo del Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio (CLSI) (19). Los 10 antibiéticos se
seleccionaron teniendo en cuenta el uso frecuente
en el tratamiento de los diferentes cuadros clinicos
producidos por Salmonella Enteritidis, Typhimurium
y Typhi: enteritis, infeccion sistémica y fiebre
tifoidea. Los antibiéticos empleados y sus
concentraciones fueron: &cido nalidixico, 30 pg;
ampicilina, 10 pg; cefotaxima, 30 ug; ciprofloxacina,
5 ug; cloranfenicol, 30 pg; estreptomicina, 10 pg;
gentamicina, 10 pg; kanamicina, 30 ug;
trimetoprim-sulfametoxazol, 25 ug, y tetraciclina,
30 ug (Oxoid Limited, Basingstoke, Hampshire,
England). La interpretacién se realizé segun los
criterios del CLSI (19).

Identificacion molecular: para confirmar los
aislamientos obtenidos por cultivo como
pertenecientes al género Salmonella, se realizé
por PCR la busqueda de los genes invA 'y hilA,
especificos de género (15,20).

Tipificacion genotipica: los aislamientos fueron
evaluados para detectar la presencia de la
secuencia de insercién /S-200 (PCR) (8) y se
realizé la PFGE con Xbal, utilizando la metodologia
descrita (17).

Extraccion de ADN: a partir de un cultivo puro de
S. Typhi se tomaron dos colonias y se inocularon
en 200 ul de agua destilada estéril, se agitd y se
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realizé la extraccion por el método de ebullicién
(21). Este proceso se realizé por duplicado.

Amplificacion de ADN: para la realizacion de las
pruebas de PCR se utilizaron los siguientes
reactivos y cantidades: 1,25 pl de los iniciadores
5'-3’ en una concentracion de 10 uM, 1,25 pl del
iniciador 3'-5’ en una concentracién 10 uM, 0,5 mi
de la mezcla de los desoxinucleétidos 10 mM,
2,5 pl de tampén 10X, 0,5 ul de Taq polimerasa
(Invitrogen) en una concentracion de 5 U/ul, 18 pl
de agua destilada estéril y 1ul de ADN, para un
volumen final de reaccién de 25 ul. El
procedimiento se realiz6 siguiendo las recomenda-
ciones previamente descritas en el protocolo (15).

Las secuencias de los iniciadores empleados en
este estudio fueron reportadas previamente
(8,15,20). Paratodas las PCR realizadas se utilizé
como control positivo la cepa de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028; como control negativo
se utiliz6 agua destilada estéril. No se utilizé con-
trol de amplificacion interno.

PFGE: el perfil gendmico se establecié mediante
la técnica de PFGE con la enzima Xbal, aplicando
el protocolo estandarizado por los CDC de Atlanta,
para los laboratorios que realizan la vigilancia de
los patégenos transmitidos por alimentos (17). Los
patrones electroforéticos generados por la PFGE
se analizaron con el programa Fingerprinting Il
version 3.0 (Bio-Rad) utilizando el coeficiente de
Dice y el arbol filogenético fue obtenido con la
matriz de agrupamiento UPGMA (unweighted pair
group method). En el dendrograma los aisla-
mientos que presentaron una similitud de 100%
se consideraron genéticamente iguales y se
compararon con la base de datos de los patrones
de PFGE que se encuentran en el Grupo de
Microbiologia del INS.

Anélisis de aguas

Se estudiaron ocho muestras de agua; se
recolectaron una muestra superficial y otra pro-
funda de cada una de las siguientes fuentes: agua
del canal de aguas negras, de aguas servidas
provenientes de lavaderos de la zona, de aguas
del tubo de distribucién y de aguas del pozo en
tierra. Todas se cultivaron en el medio Readycult®
Coliforms 100 (Merck Darmstadt, Germany) para
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determinacién de coliformes totales y fecales; se
les realiz6 también la prueba de PCR para la
deteccion del gen hilA (15).

Resultados
Descripcion del brote

Después del desbordamiento de un canal de
distribucién de aguas negras que contaminé un
pozo del cual tomaban el agua para consumo
diario, 44 pacientes consultaron por un cuadro
febril acompafiado de sintomas sistémicos.

Datos demograficos de los pacientes

El rango de edad de los pacientes oscil6 entre 0
y 58 afios, con un promedio de 17,8 afios. Por
género, 27 (61%) pertenecian al sexo masculino
y 17 (39%) al sexo femenino.

Diagndstico clinico

El tiempo de evolucion varié entre 1 y 20 dias,
con unamediade 12,8 dias. Diez y siete (38,6%)
de los 44 pacientes estuvieron hospitalizados,
fueron dados de alta después de un promedio de
siete dias de hospitalizacién y sélo uno presenté
una complicacion por hemorragia gastrointestinal
franca. Los pacientes hospitalizados fueron
tratados con ciprofloxacina intravenosa y los
restantes recibieron tratamiento ambulatorio con
ciprofloxacina oral. En los 44 pacientes el
diagndstico inicial fue clinico, 15 fueron
confirmados por laboratorio y los otros 29 por
asociacion epidemiologica. Los signos y sintomas
de los pacientes se encuentran descritos en el
cuadro 1.

Diagndostico por laboratorio

Gota gruesa: dos pacientes presentaron infeccion
con Plasmodium vivax. El resto de pacientes
fueron negativos en la gota gruesa.

Cultivos: por hemocultivo se obtuvo crecimiento
bacteriano en 13/36 (36%) muestras de pacientes
y el coprocultivo fue positivo en 2/13 (15%)
muestras.

Estudios fenotipicos y moleculares de los
aislamientos de Salmonella spp.

Identificacion fenotipica: se obtuvieron 15
aislamientos de Salmonella Typhi, los cuales se
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Cuadro 1. Sintomas y signos de los pacientes.

Sintomas y signos Casos

n %
Fiebre 44 100
Malestar general 39 88,6
Cefalea 35 79,5
Anorexia 34 77,2
Escalofrio 29 66
Diarrea 29 66
Vémito 16 36,3
Lengua saburral 15 34
Adenomegalias 11 25
Hepatomegalia 7 16
Melenas 6 13,6
Disociacién frecuencia 3 6,8
y temperatura
Erupcién méculo-papular 3 6,8
Esplenomegalia 2 4,5
Coinfeccién con Plasmodium vivax 2 4,5
Manchas rosadas en abdomen 1 2,2
Estrefiimiento 1 2,2

confirmaron por pruebas bioquimicas y
serotipificacion.

Antibiotipo: segun el antibiograma los 15
aislamientos fueron sensibles a los 10 antibidticos
probados.

Identificacion genotipica: todos los aislamientos
de S. Typhi estudiados por PCR amplificaron un
fragmento de 854 pb y de 450 pb correspondientes
alos genes hilA e invA de laiisla de patogenicidad
1 de Salmonella.

1S-200: en todos los aislamientos estudiados se
detect6 una secuencia de insercion de 700 pb.

PFGE: la subtipificacion molecular con Xbal
mostré que, de los 15 aislamientos, 10 presentaron
el patron electroforético COINJPPX01.0035, tres
aislamientos, el patron COINJPPX01.002, un
aislamiento, el patron COINJPPX01.0012 y uno,
el patrén COINJPPX01.0037. El dendrograma del
total de aislamientos de S. Typhi determiné una
similitud genética de 83% entre ellos (figura 1).

Anélisis de aguas

En el andlisis de aguas se detectd por Readycult
la presencia de coliformes totales y fecales en el
agua del canal y de coliformes totales pero no
fecales en el agua de lavaderos; no se obtuvo
crecimiento de S. enterica. La prueba de PCR para
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Figura 1. Dendrograma de los aislamientos de Salmonella Typhi, después de digestion con Xbal.

detectar la presencia de S. entericaen aguas fue
negativa.

Discusion

El reconocimiento de las propiedades fenotipicas
a través de la serotipificacién, las pruebas
bioquimicas y las pruebas de susceptibilidad a
antibigticos son la base para la identificacion y el
rastreo de una determinada bacteria en
investigaciones epidemioldgicas. Estos métodos
permiten un acercamiento inicial a la relacion entre
los aislamientos, pero carecen de discriminacion,
pues no permiten la diferenciacién clonal entre
ellos (22-24).

Los 15 aislamientos de Salmonella Typhi
caracterizados en este trabajo, fueron sensibles
a los 10 antibiéticos probados, lo cual coincide
con lo reportado por el INS (4) y confirma que los
aislamientos colombianos de S. Typhi son
sensibles a los antibiéticos de uso clinico, en
contraste con los reportes hechos en Asia, Africa
y Estados Unidos (25-27).

En todos los aislamientos estudiados se
amplificaron por PCR los genes hilA e invA de la
isla de patogenicidad 1 de Salmonella, los cuales
estan involucrados en el proceso de invasién a la
mucosa intestinal (20,22). Estos resultados
confirman la alta sensibilidad de esta técnica con

estos genes para la deteccion rapida y el
diagnostico de Salmonella, como lo han reportado
diversos autores (10-15,28). La utilizacion de esta
técnica seria un apoyo a los laboratorios de salud
publica, para la deteccion del agente etiolégico.
En cuanto a la deteccién de la presencia de la
secuencia de insercién I1S200 en los 15
aislamientos clinicos, se encontré una banda de
700 pb, similar a lo reportado por Beuzén y
colaboradores (16). Otros estudios han demostrado
ausencia de esta banda de 700 pb o presencia de
una banda de 1.000 pb (8,16). La subtipificacion
molecular por PFGE discriminé los aislamientos
y demostré la presencia de dos brotes simultaneos
de fiebre tifoidea y no de uno solo, como
aparentemente lo mostraban los hallazgos
epidemioldgicos, el serotipo y el antibiograma;
ademas, identificO dos casos aislados. Este
hallazgo confirma la importancia de la
subtipificacion molecular como PFGE, lo cual
también se ha demostrado en estudios previos
(29,30).

La PFGE mostro gran sensibilidad al diferenciar
dos aislamientos provenientes de casos que no
estaban relacionados con los brotes, pues no
provenian del mismo sitio donde se presentaron
los primeros casos clinicos, e indicd que existen
varias cepas de S. Typhi y se encuentran
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circulando en el municipio de Apartadé, lo cual
evidencia diferentes fuentes de infeccion.

La determinacion de los clones de las bacterias
involucradas en un brote es importante desde el
punto de vista epidemiolégico, pues permite la
deteccion de la fuente de infeccidn, establecer la
relacién entre casos clinicos y con estos
resultados tomar medidas que eviten la dispersion
de los patégenos y, de esta manera, controlar
nuevos brotes (30).

En este estudio no fue posible confirmar la fuente
de infeccion, ya que no se logré detectar S.
entericaen las muestras de aguas analizadas por
cultivo y por PCR; ademas, no se incluyd la
busqueda de los contactos de los casos indices.

El estudio de caracteristicas moleculares de
aislamientos de Salmonella spp. obtenidos a partir
de brotes, es reciente en nuestro pais (29,31), lo
cual demuestra la importancia de las pruebas
moleculares para determinar la relacion clonal
entre aislamientos involucrados en un brote, ya
gue brindan informacién més detallada sobre las
caracteristicas de la bacteria.

La deteccién de un brote epidémico en unaregion
requiere de infraestructura y recurso humano
capacitado para detectar la presencia de casos
indice y la colaboracion de laboratorios y
entidades de salud en red, que permitan identificar
el agente causal del brote. El fortalecimiento del
nivel local del sistema de salud es necesario para
garantizar dicha deteccién y controlar la aparicién
y diseminacion de brotes como el descrito. Los
brotes del presente estudio fueron detectados
gracias a que esta zona cuenta con apoyo
diagnéstico clinico y de laboratorio y al uso
adecuado del sistema de vigilancia en red.
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