UNIVERSITAT
JAUME-I

Estudio caso-caso de los factores de riesgo asociados a los
episodios esporadicos de gastroenteritis por Salmonella
enterica 1,4,[5],12;i:-. Utilidad de la espectrometria de masas
MALDI-TOF para el tipado de Salmonella spp

TESIS DOCTORAL
D2 M2 Dolores Tirado Balaguer
Dirigida por:
Dra Rosario Moreno Munoz
Dr Alberto Arnedo Pena

Junio 2023



UNIVERSITAT
JAUME-I

Programa de Doctorado en Ciencias de la Enfermeria

Escuela de Doctorado de la Universitat Jaume |

Estudio caso-caso de los factores de riesgo asociados a los
episodios esporadicos de gastroenteritis por Salmonella enterica
1,4,[5],12;i:-. Utilidad de la espectrometria de masas MALDI-TOF

para el tipado de Salmonella spp

Memoria presentada por M2 Dolores Tirado Balaguer para optar al grado
de doctora por la Universitat Jaume |

M2 Dolores Tirado Balaguer M2 Rosario Moreno Mufioz

Alberto Arnedo Pena

i M )
/}/Z)»v,\/" / finte/V H ~/

Castell6 de La Plana, junio 2023



LICENCIA

Licencia CREATIVE COMMONS
Reconocimiento - Compartir igual (BY-SA)

QOB

FINANCIACION

La presente Tesis Doctoral no ha recibido financiacién para su
realizacion



Als meus pares
Alrenei Pau



Agradecimientos

Quiero empezar dandoles las gracias a mis directores de tesis, dos de las
personas mas trabajadoras y generosas con sus conocimientos que conozco.
Gracias Alberto por contagiarme el interés por la epidemiologia de las infecciones
entéricas, por tu ayuda desinteresada, tu amabilidad y tus animos, por estar
siempre disponible, por tu capacidad de analisis y porque sin ti esto no hubiera
sido posible. Gracias Marosi, mi jefa y amiga, por ensefiarme a ser mejor tanto a
nivel profesional como personal, por tu agudeza mental, por tener siempre tiempo
para mi, por tus aportaciones y tu trabajo, y por acompafiarme y apoyarme
durante todo este proceso.

Gracias a mi tutora Loreto Macia Soler, Coordinadora del programa de Doctorado,
por acogerme y orientarme, y por la paciencia que ha tenido respondiendo y
solucionando todas las dudas y problemas que me han ido surgiendo.

Gracias a todas mis companeras/amigas del Servicio de Microbiologia por su
respaldo y por tratarme siempre con carifio. A todas, pero fundamentalmente a
las de siempre: Susana, Maria y Barbara. Gracias a Silvia y al resto del personal
Técnico del laboratorio, me siento muy afortunada por compartir el trabajo con
ellas.

Gracies mare i pare per voler-me i cuidar-me com ho feu, per confiar tant en mi i
respectar totes les meues decisions. Aquest treball va sobretot per a vosaltres
perqué és gracies a vosaltres que he arribat aci. Gracies als meus germans, els
meus seguidors més entusiastes. Gracies a Jose per acceptar la meua feina tal
com és i habilitar-me un agradable espai on concentrar-me i escriure, formem un
bon equip. Gracies als meus fills que m’han fet descobrir I"'amor incondicional,
espere que no em tingueu en compte les hores que no vos he dedicat i que

estigueu orgullosos de mi. Vos vull moltissim a tots.



indice

INAICE A ADTEVIATUIAS .o e e eee oo eee oo eee e e eee e

INAICE A 1ADIAS .o e ee e see e s e ses e s s s

INAICE AE FIGUIAS.......ooooooe oo ess s s e s s son s

RESUMEN/ABSTRACT ..ot sise e sssss s sssesess s sesen

INTRODUCCION . ..o

1= GENERO SALMONELLA.........ooooo oo vee oo see s s ses s s
1.1.- Caracteristicas generales.........c. oo e
1.2.- Taxonomia y NOmMeNClatura.......ooo oot
1.2.7 - TAXONOMIA . ee e s st sttt eee s
1.2.2.- NOMENCIATU@......e ettt
1.3.- Cultivo, Identificacidn y Caracterizacion bioquimica........................
1.4.- Serotipificacion y otras formas de tipado........ccoeveeeeeeeriececees
1.4.7.- SErotipifiCaCioN.......c.coooeeieeeeieeeeeeeeeee e aeeene
1.4.2.- Otras formas de tipado........c.cccceeereeveeeeeceecsecee e
1.5.- EPIdemiOlOgia......c.c v e eeeee e ettt s e et et sttt st
1.5.7.- Panorama general.........c.o it
1.5.2.- Especificidad de hospedador..........coeeeceeces e
1.5.3.- Reservorio y Modo de transmision...........ccccoeeeeceeieneeereeneens
1.5.4.- DOSIS INfECCIOSA.....cuereeereert e ee ettt s s
1.5.5.- Vigilancia y CONtrol..........ociei e
1.6.- Patogenia y factores de Virulencia.........cc.ceeeeeeeoeecesios e e

1.7 .- ManifestacionNeS ClNMICAS ..ot eee e eee e eee e eee v

A3

14

18

.23

23

24

.24

.25

27

31

31

34

.36

.36

.38

.39

40

41

42

44



1.7.1.- Salmonelosis no tifoidea........cccoerroenrer e e

1.7.2.- Fiebre tifoidea y paratifoidea........ccooooeorr v e

1.8.- Tratamiento antibiotiCO ...t

1.9.- Medidas PreveNntiVas.......c.. et e e e ees e

2.- TYPHIMURIUM MONOFASICA.........cooooeooeee oo see s sos e

2.0 INETOAUCCION. . e ettt eee e et eee e eee eee e e ee e ee e seneeaneenene

A5

46

47

49

52

52

2.2.- Mecanismo de Variacion de Fase. Base Genética del Fenotipo

IMIONOTASICO ... e ettt sttt e s sttt st et e e s st e
2.2.1.- Mecanismo de Variacion de Fase.........cccocoveeneenenvecvennenne
2.2.2.- Base Genética del Fenotipo Monofasico.......c..ccvvereennee.

2,37 ClONES ..t ettt et e s s ettt ettt et e e

2.4 EXItO @COIOGICO .. oot eee e e ves e ses s

2.5.- Reservorio principal: €l Cerdo...... e

3.- ESPECTROMETRIA DE MASAS. MALDI-TOF ...

3T = INEFOAUCCION. .. oottt sttt e e e

3.2.- Aplicaciones de la Espectrometria de Masas MALDI-TOF..................
3.2.1.- Identificacion de microorganismos.........cccccoeeeeeeeveeveceeereeneee.
3.2.2.- Estudios de tipificaCion............c.occuceeeeeereeeeceecice e e
3.2.3.- Otras apliCaCionEs.............cuoereeeeeeeeee et e e

3.3.- Plataformas comerciales..........o.oouo et et

3.4.- MALDI-TOF y Salmonella SPpP.......ceeeeeeeeceieecee et e
HIPOTESIS Y OBJETIVOS...ocooooooocsesesesssss e

T rHIPOTESIS oo eee e eee oo eee e e eee s e ees e e s eee e s e ees s ees e eeen

54

54

55

57

60

61

64

64

66

66

67

68

69

.70

72

73

73



METODOLOGIA .o T

2.-AMBITO DEL ESTUDIO........ococoooeeee oo eesses s sessessrssnsssesssensnennoe D
3.-POBLACION Y TAMARNO MUESTRAL.......coomemmremeveeeeecssenneemeeee oo ereeesnes e sssnssnneneenn 1 7
4.- VARIABLES DEL ESTUDIO DESCRIPTIVO Y DEL ESTUDIO CASO-CASO......... 79
4.71.-Variables priMmarias.........eeceeeee oo cee s v sessesens svenees 19
4.2.- Variables SecuNdarias........ccccoonoreeeereeeeeneeree e s eeneeseeeeneeneseeene e 8 0
5.- OBTENCION Y RECOGIDA DE DATOS........oooemmmmemeeeeeeeeseeseneseessoesseeneeesveerre s 8 1
5.1.- Estudio observacional descriptivo y estudio caso-caso......................81
5.2.- Estudio experimental...............ocoeooeceeceeieice et et B 2
6.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.......ooooeeccccessesseeseeseeeeees s 84

7.- CONSIDERACIONES ETICAS.....cccccersurrerseersseensssene s sssssessssssessssoss s eess 8 D
RESULTADOS........oooo et ssise st s ssssssssssoss s sisne s 8

1.- ESTUDIO OBSERVACIONAL DESCRIPTIVO PROSPECTIVO............cccocecn........88
1.1.- Estudio general desCriptiVo........c.cccceeeiereceeceece et e, 88
1.2.- Comparacion de los periodos pre y postpandemia...............................96
2.- ESTUDIO PROSPECTIVO CASO-CASO.......ccccovvemmrmsrrrerrermessesereesssssessssssnnssnssesnees 1 00

2.1.- Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el estudio

CASOCASO et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeeseeeseessessseseneseneseseeseessueanneeseseemneseeeeenee. 100

2.2.- Comparacion de las variables estudiadas entre | grupo caso 1 (S.

1,4,[5],12:i-) y el grupo caso 2 (resto de serotipos)........ccccceceeeeeeeerren... 103

2.3.- Andlisis univariante de los factores de riesgo de infeccién por S.



2.4.- Andlisis multivariante de los factores de riesgo de infeccioén por S.

3.-ESTUDIO EXPERIMENTAL. ..o et eee e eerveeensserasnenssennnnenennn 1 T4
DISCUSION o118

.1.-ESTUDIO GENERAL DESCRIPTIVO .....ocoievevireircseniriienreneeeeeeeseessesessssenenene 1 19
2.-ESTUDIO CASO-CASO.......ocoiirrreeeretreeeesess i iesersevseneseesee s s sessssensessssssssssessenens |1 20

.3.-ESTUDIO EXPERIMENTAL.....cvoeititresiireerercnreee et ses s eesensess et seese s sssnnens | 32

ANEXOS ..ot sssss s s sness s ssssss s asessss s s s seees | 10

Anexo |. CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO/CUADERNO DE RECOGIDA DE
DATOS

Anexo Il. TABLA ANONIMIZADORA
Anexo Ill. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Anexo IV. INFORME COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION HOSPITAL
GENERAL UNIVERSITARIO DE CASTELLO

Anexo V. AUTORIZACION DE LA RESPONSABLE DEL SERVICIO DE
MICROBIOLOGIA

Anexo VI. CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL
Anexo VII. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE ORAL

Anexo VIII. ANEXO VIIl. CONSENTIMIENTO POR ESCRITO



Indice de abreviaturas

MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time-Of-Flight
O: Somatico

H: Flagelar

Vi: Virulencia

ASM: Sociedad Americana de Microbiologia

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

CDC: Centros para el Control y la Prevencién de las Enfermedades
PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

SH2: Sulfhidrico

EMB: Eosina azul de metileno

SS: Salmonella Shigella

XLD: Xilosa Lisina Desoxicolato

HE: Hektoen

BG: Verde Brillante

LIA: agar Lisina Hierro

TSI: Triple Azucar Hierro

KIA: agar Kliger

PFGE: Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

MLST: Tipado por Secuenciacion de Multiples Locus

MLVA: Analisis de Polimorfismos en las Secuencias Repetidas en Tandem
ARNr: Acido Ribonucleico Ribosémico

ADN: Acido Desoxirribonucleico

RENAVE: Red Nacional de Vigilancia de la Salud

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

SST3: Sistemas de Secrecion de Tipo 1l

SPI: Isla de Patogenicidad

SST1: Sistema de Secrecion de Tipo |

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

10



XDR: Extremadamente Resistente

AEMPS: Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios
IS: Elemento de Insercidn

A: Ampicilina

C: Cloranfenicol

Su: Sulfonamidas

G: Gentamicina

S: Estreptomicina

T: Tetraciclina

SxT: Trimetoprima Sulfametoxazol o Cotrimoxazol
FDA: Food and Drug Administration

CE-IVD: Conformité Européenne-In Vitro Diagnostic
RUO: Research Use Only

M.l.R.: Médico Interno Residente

F.I.R.: Farmacéutico Interno Residente

SIP: Sistema de Informacién Poblacional
COVID-19: Enfermedad Infecciosa causada por el SARS-CoV-2
OR: Odds Ratio

IC: Intervalo de Confianza

AMP: Ampicilina

AMC: Amoxicilina/Acido Clavulanico

CIP: Ciprofloxacino

SXT: Cotrimoxazol

CTX: Cefotaxima

IPM: Imipenem



Indice de tablas

Tabla 1. Ultima actualizacion del nimero de serotipos por especie y subespecie

del género Salmonella

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de las especies y

subespecies de Salmonella

Tabla 3. Tamano muestral para exposiciones a productos porcinos 41% y 62%

(diferencia 21%) con error Alpha 5% y diferentes potencias

Tabla 4. Tamafio muestral para Typhimurium/1,4,[5],12:i:-

Tabla 5. Tamafio muestral para Enteritidis

Tabla 6. Biomarcadores propuestos por Dieckmann y Malorny

Tabla 7. Distribucion de los pacientes por grupos de edad (n/%)

Tabla 8. Distribucion de los pacientes hospitalizados por grupos de edad (n/%)

Tabla 9. Comparacion de los casos de salmonelosis en el periodo de

septiembre a diciembre (afios 2018-2020)

Tabla 10. Comparacién de los casos de salmonelosis en el periodo de enero a
marzo (afos 2019-2021)

Tabla 11. Distribucién de todos los serotipos por afo de estudio

Tabla 12. Tendencia de los serotipos durante los anos 2018-2021.

Tabla 13. Comparacion de los serotipos mas frecuentes por edad (n=272)
Tabla 14. Comparacién de los serotipos mas frecuentes por sexo (n=272)

Tabla 15. Distribucién de los casos de 1,4,[5],12:i:- y Enteritidis por trimestres
(2019-2020)

Tabla 16. Porcentajes de susceptibilidad por antimicrobiano/afio y global (n/%)
Tabla 17. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo 1,4,[5],12:i:-

Tabla 18. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo Enteritidis

12



Tabla 19. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo Montevideo
Tabla 20. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo Typhimurium

Tabla 21. Distribucion de todos los serotipos en dos etapas: pre y post inicio del

confinamiento

Tabla 22. Comparacion de los porcentajes de sensibilidad a los

antimicrobianos estudiados en dos etapas: pre y post inicio del confinamiento
Tabla 23. Distribucién de los pacientes por grupos de edad y hospitalizacion.

Tabla 24. Desglose de las enfermedades crénicas de los pacientes del estudio

caso-Caso

Tabla 25. Serotipos distintos de 1,4,[5],12:i:- aislados en los pacientes del

estudio caso-caso

Tabla 26. Caracteristicas de los pacientes con infeccion esporadica por S.

1,4,[5],12:i- y por otros serotipos

Tabla 27. Comparacién por grupos de las manifestaciones clinicas de los

pacientes

Tabla 28. Distribucidon de los pacientes de los dos grupos segun perfiles de

manifestaciones clinicas
Tabla 29. Pacientes hospitalizados por grupo y franja de edad

Tabla 30. Caracteristicas de los pacientes de cada grupo segun tratamiento

ambulatorio u hospitalario

Tabla 31. Comparacion de los factores de riesgo entre los casos de los dos

grupos

Tabla 32. Comparacién del consumo de alimentos en los 15 dias previos entre

los casos de los dos grupos a estudio

Tabla 33. Analisis multivariante de consumo de determinados productos

porcinos como factores de riesgo de infeccion por S. 1,4,[5],12:i:-

13



Tabla 34. Diferencias entre los biomarcadores propuestos por Dieckmann y

Malorny?®?y los encontrados con VITEK® MS

Tabla 35. Comparacion de los resultados de identificacion del serotipo
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- mediante espectrometria de masas con los obtenidos

con la serotipificacion tradicional

Tabla 36. Comparacion de los resultados de identificacion del serotipo
Enteritidis mediante espectrometria de masas con los obtenidos con la

serotipificacion tradicional

14



indice de figuras

Figura 1. Colonias de Salmonella spp en agar MacConkey y SS
Figura 2. Esquema explicativo del mecanismo de Variacién de Fase
Figura 3. Ejemplo de espectro obtenido a partir de una cepa bacteriana

Figura 4. Tendencia de los casos de salmonelosis a lo largo del periodo de

estudio

Figura 5. Tendencia estacional de los casos de Enteritidis y del serotipo
1,4,[5],12:i:-

Figura 6. Distribucidon por meses de los grupos caso 1y caso 2

Figura 7. Diagrama explicativo de la relacion causa-efecto entre el consumo de
alimentos (productos porcinos) y el efecto (infeccion por S. 1,4,[5],12:i:-),

ajustado por factores de confusién

Figura 8. Espectro obtenido con VITEK® MS, correspondiente a S. Enteritidis

(biomarcador principal resaltado)

Figura 9. Espectro obtenido con VITEK® MS, correspondiente a S.
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- (biomarcador principal resaltado)

15



RESUMEN:

Objetivos: Conocer la frecuencia, evolucién y sensibilidad antibiética de los
serotipos de Salmonella spp encontrados en el Departamento de Salud
Castellon. Comprobar si el riesgo de sufrir una infeccién esporadica por
Salmonella 1,4,[5],12:i:- aumenta con el consumo de productos porcinos u otros
factores de riesgo. Verificar si el espectrometro de masas VITEK®MS

(bioMérieux) es capaz de diferenciar los serotipos mas frecuentes.

Metodologia: Estudio observacional descriptivo prospectivo de todos los casos
con aislamiento de Salmonella spp en coprocultivo desde el 16 de septiembre
de 2018 al 15 de marzo de 2021 en el laboratorio de Microbiologia del Hospital
General Universitario de Castellébn. Se comparé la exposicién a productos
porcinos y otros factores de riesgo de los pacientes con S. 1,4,[5],12:i (caso 1)
con la de los pacientes con infeccién por otros serotipos (caso 2) mediante un
estudio caso-caso. Se utilizaron los picos de proteinas obtenidos con
VITEK®MS a partir de las cepas aisladas para diferenciar los serotipos
Enteritidis y Typhimurium/1,4,[5],12:i:- (protocolo de Dieckmann y Malorny?8")
empleando como gold-standard la serotipificacién tradicional. El andlisis
estadistico de los datos obtenidos se llevé a cabo con el programa Stata®

version 14.

Resultados: El grupo de edad con mas casos fue el de <5 afos. Los hombres
(p=0,006), y los pacientes de mayor edad (p=0,000), presentaron mas riesgo de
ser hospitalizados. Hubo mas casos entre finales de primavera y principios de
otofio (0,011). Los serotipos mads frecuentes fueron: 1,4,[5],12:i:- (43%),
Enteritidis (29%) y Montevideo (7,4%). El 52,2% de las cepas fueron sensibles a
ampicilina, 65,1% a amoxicilina-clavulanico, 97,4% a ciprofloxacino, 91,2% a
cotrimoxazol, 99,3% a cefotaxima y 100% a imipenem. El 89,7% de las cepas de
S. 1,4,[5],12:i- presentaron resistencia a algun antimicrobiano. A partir del
confinamiento por la pandemia de COVID-19 los pacientes fueron mas mayores
(p=0,001) y tuvieron mds ingresos (p=0,04), disminuyeron los casos por el
serotipo 1,4,[5],12:i:- y aumentaron los de Enteritidis (p=0,000). Comparando los

dos grupos del estudio caso-caso, los pacientes con infeccion por S.
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1,4,[5],12:i- fueron significativamente mas jévenes (p=0,000). El consumo de
alimentos porcinos curados crudos se asocié significativamente con esta
infeccion en los pacientes de entre 0 y 9 afios (OR=3,79, 95% IC 1,42-10,03,
p=0,008), y dentro de estos en concreto con la longaniza seca (OR=10,04, 95%
IC 2,72-37,02, p=0,001). El espectrémetro VITEK®MS identificé los serotipos
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- con una sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo del 98,4%, 100%, 100% y 98,6%,

respectivamente; para Enteritidis, estos valores fueron todos del 100%.

Conclusiones: El serotipo mas frecuentemente aislado en casos esporadicos
de salmonelosis en nuestro medio es el 1,4,[5],12:i:- el uUnico relacionado
significativamente con la menor edad de los pacientes y el que presenta mayor
porcentaje de resistencia a los antimicrobianos estudiados. A partir del
confinamiento el serotipo predominante es Enteritidis, los enfermos son mas
mayores y el porcentaje de hospitalizacion es mas elevado. Los resultados de
nuestro estudio caso-caso indican que el consumo de productos porcinos
curados-crudos en general, y de longaniza seca en particular (potencia
estadistica: 99,36%), se asocia significativamente con las infecciones por
S.1,4[5],12:i- en los pacientes de 0-9 afos. VITEKBMS permite una

identificacion precisa del serotipo Enteritidis.

Palabras clave: Salmonella 1,4,[5],12:i:-, serotipo, estudio caso-caso, VITEK®MS
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to investigate the frequency, evolution
and antibiotic sensitivity of Salmonella spp serotypes found in the Castellon
Health Department. To check wether the risk of suffering a sporadic Salmonella
1,4,[5],12:i- infection increases with the consumption of pork products or other
risk factors. To evaluate the potential of the VITEK®BMS mass spectrometry

system (bioMérieux) for identification the most frequent serotypes.

Methodology: From September 16, 2018 to March 15, 2021, a prospective
descriptive observational study of Salmonella gastroenteritis cases with
isolation was carried out in the Microbiology laboratory of Hospital General de
Castellon. Exposure to pork products and other risk factors of patients with
sporadic S. 1,4,[5],12:i- infections (case 1) was compared with other serotypes
(case 2) infections using a case-case study. Protein peaks obtained with
VITEK®MS from the isolated strains were used to differentiate Enteritidis and
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- serotypes (Dieckmann and Malorny?8™ protocol) using
traditional serotyping as gold-standard. Statistical analysis was carried out with

Stata ® version 14.

Results: The age group with more cases was <5 years old. Males (p=0.006), and
older patients (p=0.000), had a higher risk of being hospitalized. There were
more cases between late spring and early fall (0.011). The most frequent
serotypes were: 1,4,[5],12:i:- (43%), Enteritidis (29%) and Montevideo (7.4%). Of
the strains, 52,2% were sensitive to ampicillin, 65.1% to amoxicillin-clavulanic
acid, 97.4% to ciprofloxacin, 91.2% to cotrimoxazole, 99.3% to cefotaxime and
100% to imipenem. Among the S. 1,4,[5],12:i:- strains, 89.7% showed resistance
to any antimicrobial. After the COVID-19 pandemic lockdown, patients were
older (p=0.001) and had more admissions (p=0.04), serotype 1,4,[5],12::-
infections decreased while Enteritidis increased (p=0.000). Comparing the two
groups of the case-case study, patients with S. 1,4,[5],12:i:- infection were
significantly younger (p=0.000). The consumption of raw pork products was
significantly associated with this infection in patients aged 0-9 years (OR=3.79,

95% Cl 1.42-10.03, p=0.008), and particularly with dried pork sausages

18



(OR=10.04, 95% CI 2.72-37.02, p=0.001). The sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value of the VITEK® MS system to
identify Typhimurium/1,4,[5],12:i:- serotypes were 98.4%, 100%, 100% and

98.6%, respectively; for Enteritidis, these values were all 100%.

Conclusions: The serotype most frequently isolated in salmonelosis sporadic
cases is 1,4,[5],12:i:-, the only one significantly related to the younger age of the
patients and the one with the highest antimicrobial resistance rates. After the
COVID-19 pandemic lockdown, the predominant serotype is Enteritidis, the
patients are older and the hospitalization rate is higher. The results of our case-
case study indicate that the consumption of raw pork products and dried pork
sausages, is significantly associated with S.1,4,[5],12::- infections in patients
aged 0-9 years. VITEK®MS allows accurate identification of the Enteritidis

serotype.

Keywords: Salmonella 1,4,[5],12:i:-, serotype, case-case study, VITEK®MS.

19



INTRODUCCION
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Las enfermedades transmitidas por alimentos, también denominadas
intoxicaciones o toxiinfecciones alimentarias, contintian siendo un problema
importante para la Salud Publica del que no se encuentran exentos los paises
desarrollados. Pueden aparecer en forma de casos aislados o como brotes
epidémicos de mayor o menor entidad. Generalmente ocasionan
manifestaciones clinicas leves de tipo gastrointestinal que suelen ser
autolimitadas, siendo la principal la diarrea, pero también pueden presentarse
como procesos graves dependiendo, sobre todo, de determinados factores
intrinsecos de los pacientes. En cualquier caso, la carga que suponen las
enfermedades de transmision alimentaria es mas que considerable; millones
de personas las padecen cada afio y cientos de miles mueren, sobre todo nifios
pequefos que viven en regiones pobres. Entre sus principales agentes
etiolégicos se encuentran Campylobacter spp, Salmonella spp no tifoidea y

norovirus.

La enterobacteria Salmonella es uno de los patdgenos causantes de zoonosis
con mayor impacto en los humanos. Tradicionalmente las aves de corral y sus
productos, particularmente los huevos, se han considerado su reservorio y su
fuente de infeccion principales respectivamente. Esta bacteria fue durante
muchos afios la primera etiologia de las infecciones transmitidas por alimentos
en la Union Europea, pero, a raiz de las medidas que se implementaron con el
fin de controlar y reducir la salmonelosis en el sector avicola, a partir del afio
2005 paso6 a ocupar el segundo puesto por detras de Campylobacter spp. La
tendencia decreciente de casos confirmados de gastroenteritis por Salmonella
spp se mantuvo hasta 2014, afio en el que dejaron de disminuir y se
estabilizaron'. El panorama en Espafa ha sido un poco distinto al de otros
paises europeos: aunque Salmonella spp también se convirtié en la segunda
causa de gastroenteritis infecciosa, la disminucion de casos sélo se mantuvo

hasta 2008 y entre este afio y 2015 la tendencia volvié a ser creciente?.

Salmonella spp se clasifica en serotipos en base a la caracterizacion de sus
antigenos somaticos y flagelares. Aunque ya se han descrito mas de 2600,
Enteritidis y Typhimurium son los que se identifican en la mayoria de los casos
notificados en humanos. El primero es el que se aisla con mas frecuencia en
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los brotes, mientras que el segundo habitualmente da lugar a casos
esporadicos. El estudio de brotes es una practica habitual de los Servicios de
Epidemiologia que permite encontrar asociaciones entre las infecciones y
determinados productos de consumo que actian como fuentes de transmision.
Sin embargo, los estudios epidemioldgicos de casos esporadicos de

salmonelosis son escasos?.

En las ultimas décadas ha surgido un nuevo serotipo: Salmonella enterica subsp
enterica ser 1,4,[5],12:i:-*. Se trata de una variante monofasica de Salmonella
enterica subsp enterica ser Typhimurium que es incapaz de expresar los
antigenos flagelares de segunda fase y que empez6 a detectarse en Espafna a
partir de 1997. Su incidencia ha ido en aumento tan significativamente que ha
pasado de comunicarse de manera anecdotica a ser considerado uno de los
serotipos mas importantes a nivel mundial. Tanto en Europa como en Espafa
es el tercero mas frecuentemente identificado a partir de muestras clinicas™®.
En el caso concreto de nuestro Departamento de Salud el avance de esta
variante ha sido aun mas extraordinario. En el periodo 2000-2006 fue el cuarto
serotipo mas identificado, representando un 1,73% del total, y en 2016 y 2017
ya era el mas prevalente suponiendo, respectivamente, el 62,6% y el 66,6% de

todas las cepas de salmonela aisladas.

Desde un punto de vista epidemioldgico S. 1,4,[5],12:i:- esta fuertemente
asociada a la cadena alimentaria de produccién porcina, mientras que la
distribucién de las fuentes de S. Typhimurium es mas heterogénea a pesar de
que su reservorio principal es también el cerdo. Espafia es uno de los paises
con mayor numero de explotaciones porcinas y tiene una gran tradicién de
elaborar productos de charcuteria a base de carne de cerdo que se consumen
cocinados, crudos o curados. S. 1,4,[5],12:i:- parece poseer alguna ventaja
competitiva in vivo en este animal con respecto a S. Typhimurium y, al menos
en nuestra region, podria haberse convertido en su serotipo patégeno principal.
La ingesta de productos porcinos no cocinados contaminados con esta
variante podria causar infecciones esporadicas sintomaticas e incluso brotes.
Conocer los serotipos circulantes de Salmonella spp es un paso previo clave
para poder controlar las infecciones que causa, pero se trata de un proceso
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lento y laborioso, y debe realizarse en Centros de Referencia especializados
donde se garantice su ejecucion adecuada. Asi que encontrar una alternativa
vélida y al alcance de los laboratorios clinicos seria muy util. El Servicio de
Microbiologia del Hospital General Universitario de Castellon realiza el
serotipado de todas las salmonelas que aisla por aglutinacién sobre
portaobjeto segun el esquema de Kauffmann-White-Le Minor® consiguiendo
identificar los serotipos Typhimurium, Enteritidis, Typhi, Hadar y Virchow. El
resto de las cepas se caracterizan sélo a nivel de serogrupo B, Cy D, o como
Salmonella spp. Todos los aislamientos se remiten posteriormente al
Laboratorio de Enterobacterias del Instituto de Salud Carlos Il de Majadahonda
(Centro Nacional de Referencia), asi que disponemos de la serotipificacion

completa de todas nuestras cepas.

La espectrometria de masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight) ha revolucionado el campo de la identificacion de
microorganismos a partir de cultivos en los laboratorios de Microbiologia. Esta
técnica se basa en el analisis proteico y ha superado a los métodos fenotipicos
clasicos tanto en fiabilidad como en disminucién del tiempo en que se obtiene
la identificacion. Ademas, tiene otras posibles aplicaciones entre las que se
encuentra el tipado de bacterias. Ya se ha intentado diferenciar distintos
serotipos de Salmonella spp empleando MALDI-TOF, pero de momento no han
podido estandarizarse protocolos sencillos que puedan reproducirse de rutina y

que puedan reemplazar al método convencional.

En el trabajo que se expone a continuacidén se examina la frecuencia de los
serotipos de Salmonella spp identificados en el Departamento de Salud de
Castellon durante el periodo de estudio y su sensibilidad a los antimicrobianos
mas utilizados para su tratamiento. En los casos de gastroenteritis causadas
por S. 1,4,[5],12:i- no asociados a brotes se estima si el riesgo de sufrir una
infeccion esporadica por este serotipo aumenta con el consumo de
determinados productos porcinos, para asi poder proponer medidas de
prevencion adecuadas de la misma forma que ya estan establecidas para los
huevos y sus derivados. Ademas, se utilizan las cepas de Salmonella ssp
aisladas en nuestro laboratorio para explorar las aplicaciones del VITEK®MS
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(BioMérieux) (espectrometria de masas MALDI-TOF) con el objetivo de

diferenciar los serotipos de Salmonella spp mas prevalentes en nuestro medio.
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1.- GENERO SALMONELLA

1.1.- Caracteristicas generales

El género Salmonella pertenece a la Clase y-Proteobacteria, Orden
Enterobacteriales, Familia  Enterobacteriaceae, Tribu Salmonelleae’ vy
actualmente se clasifica en dos especies: Salmonella enterica, con seis
subespecies, y Salmonella bongori. Estas bacterias se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza y colonizan el tracto gastrointestinal de numerosas
especies de animales, tanto mamiferos como aves, reptiles, anfibios, peces y
crustaceos®®. Su importancia como patdgenos reside en que pueden causar
una amplia variedad de enfermedades, principalmente infecciones entéricas, en

un extenso rango de hospedadores’®,

Los microorganismos que forman parte del género Salmonella son bacilos
Gram negativos de 0,2-1,5x2-5um, anaerobios facultativos, no formadores de
esporas y moviles (excepto Salmonella enterica subsp enterica ser Gallinarumy
Salmonella enterica subesp enterica ser Pullorum). Son capaces de fermentar la
glucosa con producciéon de gas (a excepcién de Salmonella enterica subsp
enterica ser Typhi), pero no la lactosa ni la sacarosa, reducen los nitratos a
nitritos, descarboxilan lisina y ornitina, no degradan la urea y producen acido
sulfhidrico, pero no indol. Los miembros de este género tienen la capacidad de

metabolizar nutrientes por la via respiratoria y fermentativa’?.

La temperatura optima de crecimiento de Salmonella spp es de 37°C con un
rango de 2 a 54°C, y puede vivir en un pH de 3,8 a 9,5 aunque el ideal vade 6,5 a
7,5%.

Estas bacterias se caracterizan por presentar antigenos somaticos (0),
antigenos flagelares (H) y, en ocasiones, un antigeno capsular de virulencia
(Vi). Su combinacién permite agruparlas en serotipos. Curiosamente, aunque
hay mas de 2600, sélo unos pocos causan la mayoria de las enfermedades

humanas y animales’.
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1.2.- Taxonomia y Nomenclatura

1.2.1.-Taxonomia

En 1885 Theobald Smith y Daniel Elmer Salmon aislaron y describieron por
primera vez la bacteria Salmonella a partir de muestras intestinales recogidas
de cerdos enfermos. Pensando que habian conseguido identificar el agente
causal de la peste porcina clasica lo llamaron Bacillus choleraesuis'%. Fue
Smith quien identificé este microorganismo, pero el mérito del descubrimiento
se atribuyé a Salmon, que era su jefe. Por ello, en honor a este ultimo, el
bacteridlogo Joseph Léon Marcel Ligniéres cambidé el nombre de Bacillus
choleraesuis por Salmonella choleraesuis en 1900 introduciendo asi el término

Salmonella para denominar a este nuevo género bacteriano’.

Clasificar taxondmicamente este grupo de bacterias ha resultado un proceso
largo y complejo, repleto de polémicas y de opiniones encontradas entre la
comunidad cientifica. En la clasificacion actual en el género Salmonella s6lo se
incluyen dos especies: Salmonella enterica (que a su vez se divide en seis
subespecies) y Salmonella bongori. Sin embargo, no hace demasiado tiempo,
las subespecies se consideraban subgéneros y los serotipos recibian
tratamiento de especie'®, lo que todavia hoy conduce a errores a la hora de

utilizar correctamente su nomenclatura cientifica.

El estudio de Crosa et al'® en 1973 supuso un antes y un después en el
desarrollo de la taxonomia de Salmonella. Este demostr6 mediante técnicas
genéticas de hibridacion que todas las especies de Salmonella conocidas hasta
ese momento (Salmonella cholerasuis, Salmonella typhi y Salmonella enteritidis
con sus serotipos) y Arizona (un género aparte) estaban estrechamente

relacionadas y que podian considerarse como una sola especie.

Le Minor et al propusieron en 1981 que Salmonella choleraesuis quedara como
unica especie del género, y que ésta se dividiera en siete subespecies

basdndose en similitudes genéticas y en diferencias bioquimicas?.

26



Cinco afnos mas tarde, en el XIV Congreso Internacional de Microbiologia, el
Subcomité de Enterobacteriaceae del Comité Internacional de Bacteriologia
Sistematica recomendé utilizar enterica en lugar de choleraesuis para hombrar
a la especie tipo de Salmonella. El término enterica no se habia utilizado con
anterioridad para designar a ningun serotipo y, por tanto, era a su entender

menos susceptible de generar confusiones?'.

La propuesta anterior fue presentada formalmente por Le Minor y Popoff a la
Comisién Judicial del Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica: S.
enterica como especie tipo dividida en siete subespecies (I, I, llla, llb, IV, V'y
VI)22. Poco tiempo después la subespecie V (Salmonella enterica subsp bongori)
fue elevada a la categoria de especie gracias a las diferencias genéticas
encontradas entre ésta y el resto de subespecies??. La solicitud de Le Minory
Popoff fue rechazada, pero el esquema que planteaban si que fue adoptado por
numerosas organizaciones en diferentes paises incluyendo la Sociedad
Americana de Microbiologia (ASM), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y los Centros para el Control y la Prevencién de las Enfermedades (CDC)?4. No
fue hasta 2002 cuando la Comision Judicial del Comité Internacional de
Sistematica de Procariotas resolvié aceptar oficialmente la clasificacion que

utilizamos hoy en dia?>.

1.2.2.- Nomenclatura

Si la clasificacién basada en la filogenia ha generado numerosos trabajos a lo
largo del tiempo, el sustentado en el andlisis antigénico o serotipificacién le ha
afadido aun mas complejidad. La caracterizacion de los antigenos O y los
antigenos H de este grupo de bacterias se realiza de acuerdo con las
convenciones del esquema de Kauffmann-White-Le Minor de cuyo
mantenimiento se encarga el Centro de Referencia de Salmonella del Instituto
Pasteur (colaborador de la OMS)'8. Cada subespecie se designa con un nimero
romano y un nombre, y engloba un nimero variable de serotipos (tabla 1) que

esta institucion se encarga de actualizar periédicamente.
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Tabla 1. Ultima actualizacién del nimero de serotipos por especie y subespecie del

género Salmonella

| Especies y subespecies de Salmonella

Numero de serotipos

Salmonella enterica 2557
S. enterica subsp. enterica (1) 1586
S. enterica subsp. salamae (ll) 522
S. enterica subsp. arizonae (llla) 102
S. enterica subsp. diarizonae (llib) 338
S. enterica subsp. houtenae (IV) 76
S. enterica subsp. indica (VI) 13
Salmonella bongori 22
Total (género Salmonella) 2659

Fuente: Supplement 2008-2010 (no. 48) to the White-Kauffmann-Le Minor scheme

En la actualidad, la mayoria de los Centros de Referencia de Salmonella del

mundo emplean el sistema de nomenclatura recomendado por la OMS cuyas

principales directrices son las siguientes2628;

I. EIl nombre completo de un serotipo de Salmonella spp se escribe en este

orden:

1°. Género (en cursiva y con la primera letra mayuscula)

2°. Especie (en minudscula y en cursiva)

3°. Subespecie (en minuscula, en cursiva y precedida por “subsp”)

4°. Serotipo (nombre del serotipo en mayuscula, no cursiva, precedido

por- “serotipo/serovar/ser”) o férmula antigénica.

Por ejemplo: Salmonella enterica subsp enterica serotipo Enteritidis.

[I. Férmula antigénica:

antigenos O: antigeno Vi (cuando esté presente): antigenos H fasel:

antigenos H fase 2

Por ejemplo, formula antigénica del serotipo Typhimurium: 1,4,[5],12:i:1,2
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[ll. La primera vez que se menciona un serotipo en una publicacién cientifica
debe utilizarse el nombre completo. Las veces siguientes puede abreviarse

con “Salmonella” o “S.” seguido del nombre del serotipo.

IV. Cuando se trata de S. enterica subsp. enterica no es necesario indicar la

subespecie.

V. Las palabras "serotipo" y "serovar' se utilizan indistintamente. La
OMS/Instituto Pasteur usan “serovar”, mientras que los CDC y la ASM utilizan
“serotipo” aunque estan adoptando el término “serovar” para que

internacionalmente se emplee el mismo término.

1.3.- Cultivo, Identificacion y Caracterizacion Bioquimica

El diagndstico etiolégico de las infecciones causadas por Salmonella spp se
realiza en el laboratorio de Microbiologia, bien a partir de la siembra de
muestras clinicas aislando la bacteria en cultivo o bien, de instauracion mas
reciente, detectando su material genético mediante la técnica de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR). La muestra de elecciéon en el caso de las
infecciones gastrointestinales son las heces del paciente, y su cultivo se
denomina coprocultivo. En determinadas ocasiones y dependiendo de si se
sospecha una bacteriemia/sepsis u otra infeccidn extraintestinal es necesario

recoger otros tipos de muestra como sangre, orina, material de abscesos, ...

La principal desventaja del cultivo es el tiempo de obtencién de resultados.
Tradicionalmente no se llegaba al diagnostico definitivo hasta unas 72 horas
tras la siembra, ya que una vez crecida la colonia sospechosa era necesario
someterla a un algoritmo de pruebas bioquimicas para, primero, obtener un
diagndstico presuntivo y, posteriormente, una identificacion definitiva que
incluye la serotipificacion. Con la instauracion de los sistemas automatizados
este tiempo se redujo a 48 horas y con el empleo de nuevas tecnologias como
la espectrometria de masas la identificacién de Salmonella a partir del cultivo
es posible en 24 horas. Las técnicas de biologia molecular realizadas sobre
muestra directa hacen posible la deteccion de esta bacteria en unas pocas

horas. La principal desventaja de la amplificacion de los acidos nucleicos,
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ademas de su precio, es que no permite la realizacién del estudio de

sensibilidad para el que se necesita disponer de la cepa.

La mayoria de los serotipos de Salmonella producen sulfhidrico (SH2) y no
fermentan la lactosa, propiedades bioquimicas que se han utilizado para
desarrollar una gran variedad de medios diferenciales y selectivos sélidos para
su cultivo, aislamiento e identificacion presuntiva?®. Estos medios son: el agar
MacConkey y el agar eosina azul de metileno (EMB), de baja selectividad; el
agar Salmonella Shigella (SS), el agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) y el agar
Hektoen (HE), de selectividad media; y el agar verde brillante (BG) y el agar
sulfito-bismuto, mds selectivos. El agar lisina hierro (LIA), el triple sugar iron
(TSI) y el agar Kliger (KIA) se emplean para diferenciar Salmonella de otras
enterobacterias3?3!. También se utilizan medios liquidos de enriquecimiento
selectivo donde se siembran las heces y que son de gran utilidad cuando la
concentracion de bacterias en las mismas es baja, como suele suceder en el
caso de los portadores asintomaticos. EI medio de este tipo que mas se
emplea es un caldo que contiene selenito de sodio para inhibir bacterias gram

positivas y gram negativas distintas de Salmonella.

Asi pues, generalmente, para conseguir aislar Salmonella en cultivo se emplea
una combinacion de un medio de baja selectividad y otro de selectividad mas
elevada. Una de las combinaciones mas empleadas en los Servicios de
Microbiologia es la utilizacién de agar MacConkey y SS (figura 1), ademds de

caldo selenito.

Figura 1. Colonias de Salmonella spp en agar MacConkey y SS
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El agar MacConkey es un medio sélido en placa para el cultivo de bacterias
gram negativas aerobias. Contiene sales biliares y cristal violeta para inhibir el
crecimiento de microorganismos gram positivos, y lactosa para diferenciar
bacterias fermentadoras de este azucar de las que no lo son. La fermentacién
produce acido y, gracias a la presencia del indicador de pH rojo neutro, da lugar
a colonias de color rosa a rojo que pueden presentarse rodeadas de un halo
turbio causado por la precipitacion de las sales biliares si la acidificacion del
medio es muy intensa. Las bacterias no fermentadoras de lactosa como

Salmonella dan lugar a colonias incoloras.

El agar SS es otro medio sdélido en placa para el aislamiento de
enteropatogenos, especialmente de Salmonella. Inhibe el crecimiento de otros
microorganismos por la presencia de verde brillante, citratos y una mayor
concentracion de sales biliares que el agar MacConkey. También diferencia
bacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, y contiene tiosulfato y
sales de hierro que evidencian la formacién de SH2 al dar lugar a un precipitado
de sulfuro de hierro de color negro. Asi las colonias de Salmonella en este

medio son redondas, incoloras y con el centro negro.

Los dos medios se incuban en aerobiosis a 37°C. Las placas deben examinarse
a las 18-24 horas y el caldo de enriquecimiento se resiembra tras este tiempo
de incubacion en agar SS que permanece en estufa otras 18-24 horas.
Clasicamente, las colonias sospechosas de Salmonella se someten a un
cribado con la prueba de la ureasa y la siembra de la colonia sospechosa en

medios de cultivo para diferenciacion de enterobacterias como el TSl y el LIA32,

El TSI es un medio en tubo donde el agar se ha solidificado a 45° (en pico de
flauta). Contiene glucosa, lactosa, sacarosa, rojo fenol y sulfato ferroso. Como
las bacterias del género Salmonella fermentan la glucosa, tanto el agar del
fondo del tubo como el del pico de flauta se acidifican y viran de rojo a amarillo;
pero como no fermentan la lactosa, el pico de flauta vuelve a ser rojo tras 18-24
horas de incubacion. La produccion de SH2 se manifiesta por ennegrecimiento

del medio acidificado.
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El agar LIA se utiliza para poner de  manifiesto la
descarboxilacion/desaminacion de la lisina y la produccién de SH2. Incluye
glucosa, lisina, citrato de hierro y amonio, y purpura de bromocresol como
indicador de pH. Salmonella fermenta la glucosa, lo que produce la acidificacion
del medio, pero al descarboxilar la lisina éste se vuelve a alcalinizar virando a

violeta. La formacion de SH2 provoca el ennegrecimiento del medio.

Las pruebas bioquimicas'®3® que se utilizan para la identificacion de especie
y/0 subespecie de la bacteria (tabla 2) pueden realizarse manualmente o, mas
frecuentemente, utilizando sistemas de identificacion automatizados, y se

completan con la serotipificacion.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de las especies y subespecies de

Salmonella

Subespecies enterica  salamae @ arizonae diarizonae houtenae indica

Dulcitol + + - - - d +
ONPG (2 h) - - + + - d +
Malonato - + + + - - -
Gelatinasa - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
Crecimiento en - - - = + - +

presencia de cianuro

L(+)-tartrato + - - - - - _
Galacturonato - + - + + + +
y-glutamiltransferasa +* + - + + + +
B-glucuronidasa d d - + = d -
Mucato + + + - (70%) - + +
Salicina - - = - + - _
Lactosa - - -(75%) +(75%) - d -
Lisada por fago O1 + + - + - + d
Habitat Animales de sangre Animales de sangre fria y medio ambiente
caliente
(*) = Typhimurium d, Dublin —; + = 290 % reacciones positivas ; — = 290 % reacciones negativas

d = los diferentes serotipos tienen distintas reacciones

Fuente: Grimont PAD, Weill FX. Antigenic formulae of the Salmonella serovars. WHO Collaborating Centre
for Reference and Research on Salmonella. 9th ed. Paris: Pasteur Institute, 2007
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La introduccion de la espectrometria de masas MALDI-TOF ha supuesto el
inicio de una nueva era en el campo de la Microbiologia Clinica ya que permite
identificar en pocos minutos colonias bacterianas aisladas en medios de
cultivo sélidos con un nivel de confianza comparable al de las técnicas de
biologia molecular. De esta manera, se puede llegar al diagnostico de una
salmonelosis en el mismo momento en que se observan las colonias

sospechosas, en lugar de las 48-72 horas que requiere la identificacion clasica.

1.4.- Serotipificacion y otras formas de tipado

1.4.1.-Serotipificacion

La serotipificacion es un método fenotipico de tipado que se usa para
diferenciar aislamientos de Salmonella mas alla del nivel de subespecie?’. Esta
basado en la gran variabilidad de los antigenos O, los antigenos H y el antigeno
capsular Vi y consiste en su caracterizacion, generalmente, por aglutinacion en

portaobjetos34.

Los antigenos O determinan el serogrupo y los antigenos H acaban de definir el
serotipo al que pertenece una cepa de Salmonella®®. El antigeno Vi es un
polisacarido capsular que se encuentra solo en S. Typhi, Salmonella enterica

subsp enterica ser Paratyphi C y Salmonella enterica subsp enterica ser Dublin'3,

El antigeno O es un polisacarido termoestable presente en la superficie del
lipopolisacarido de la membrana externa de la bacteria. Cada antigeno esta
formado habitualmente por 6 unidades de azucar. Las diferencias entre los
antigenos O tienen su origen en la naturaleza, orden y unién de los distintos
azucares que los componen?’. Se clasifican en dos tipos: mayores y menores.
Los antigenos mayores son los que estan presentes en todas las bacterias de
un mismo serogrupo por lo que lo caracterizan. Los antigenos O menores no
son especificos, pueden detectarse en miembros de distintos serogrupos. Su
identificacién se realiza en dos pasos: primero, la cepa de Salmonella se
enfrenta a antisueros polivalentes para agruparla de forma preliminar vy
después se utilizan antisueros monovalentes especificos. Esto mismo se aplica

también para los antigenos flagelares?®.
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La mayoria de las cepas de Salmonella son moviles gracias a flagelos
peritricos. El antigeno H es la porcion filamentosa de estos flagelos y esta
compuesto por subunidades de proteinas llamadas “flagelina” que también
poseen una region variable3®. Los antigenos flagelares pueden estar
codificados por dos genes diferentes en el cromosoma bacteriano: fliC y fljB. Su
expresion alternativa se regula a través de un mecanismo conocido como
"variacion de fase". Esta caracteristica es unica entre las enterobacterias. La
mayoria de los serotipos son bifasicos ya que pueden expresar ambos genes
(fase 1 y fase 2)%. Sin embargo, hay serotipos que son monofasicos bien de
forma intrinseca, como S. Typhi o S. Enteritidis, o bien porque han perdido la
capacidad de manifestar uno de los dos tipos de flagelina®*. Como una célula
bacteriana no puede expresar las dos fases al mismo tiempo, para poder
identificar los serotipos bifasicos se realiza una técnica denominada “Método
de Inversién de Fase”. Este consiste en inmovilizar la fase ya expresada para
permitir la expresion de la otra, y se basa en que los anticuerpos tienen la
capacidad de paralizar a los antigenos H homodlogos. Para llevarlo a cabo se
siembra la cepa de Salmonella a estudio en un agar semisdlido de movilidad
(Sven Gard) al que se ha adicionado previamente el antisuero contra el antigeno
H ya expresado. Las células bacterianas que posean flagelos de esta
especificidad serdn inmovilizadas y sélo podran crecer cerca del punto de
inoculacidn y las que tengan los flagelos de la otra fase se movilizaran a través

del medio de cultivo y aglutinaran con los antisueros de ésta?’3,

La gran diversidad antigénica de las bacterias del género Salmonella da lugar a
un considerable numero de combinaciones distintas y, por tanto, de serotipos.
En la ultima actualizacion del esquema de Kauffmann-White-Le Minor el
numero serotipos alcanza la cifra de 265933, Para nombrar adecuadamente los
nuevos que van apareciendo se siguen las normas de este esquema, algunas

de las cuales han sufrido cambios a lo largo del tiempo'826.27.28;

I. Actualmente los serotipos reciben nombre unicamente en funcién del lugar
donde se aislen originariamente, pero con anterioridad también se elegian
haciendo referencia a la enfermedad que causaban y/o al animal del que se
habian obtenido por primera vez. Los de la subespecie enterica se mencionan
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por su nombre (siempre que la cepa exprese todos los antigenos que
caracterizan dicho serotipo), el resto de las subespecies y S. bongori se
designan mediante su férmula antigénica. Como excepcion, los miembros de
las subespecies Il, IV, VI y S. bongori mantienen sus nombres si estos fueron

asignados antes de 1966.

II. Para denominar a los antigenos O se utilizaban las letras del abecedario,
pero cuando ya se habian empleado todas se siguié con nimeros (del 51 al 67).
Con el fin de unificar criterios, ahora se usan nimeros para todos los antigenos
somaticos y las letras se mantienen provisionalmente entre paréntesis y sélo
de forma opcional. Algunos antigenos O estan presentes de forma variable.
Para sefialar dicha variabilidad se emplean distintos simbolos en la férmula
antigénica; por ejemplo, si el antigeno esta codificado por un bacteriéfago se
subraya, y si puede estar presente o ausente sin relacién con un fago se coloca
entre corchetes. Las variantes rugosas son las que no poseen antigenos
somaticos, en la férmula antigénica en el lugar de estos se escribe “rugosa”.
Las variantes mucoides expresan una capsula que impide la deteccion
inmunoldgica de los antigenos O, en la férmula antigénica se escribe “mucoide”

en su lugar.

lll. Los antigenos H de fase 1 se designan con letras mindsculas que van de la
a ala z. Paralos de fase 2 se utiliza a menudo la letra z con subindices. Cuando
falta una de las dos fases (variantes monofésicas), o las dos (variantes
inmoviles) se sefiala con un signo “menos” en el lugar de la/s fase/s ausente/s.
Los antigenos H también pueden presentarse y expresarse de forma variable al

igual que los antigenos O.

Serotipar completamente una cepa de Salmonella de forma apropiada requiere
mucho tiempo. Es un proceso laborioso que normalmente realizan Centros de
Referencia especializados que cuentan con experiencia y personal entrenado
para garantizar su ejecucion adecuada. Se han disenado métodos moleculares
para simplificar este procedimiento, y también para confirmar que una cepa es
realmente monofasica y que no se haya categorizado como tal debido a un

fallo en la identificacion fenotipica del cambio de fase. Se trata de ensayos
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basados en tecnologia multiplex que detectan regiones variables internas de
los genes que codifican los antigenos flagelares de primera y segunda fase, y
somaticos (fliC, fliB y wzx, respectivamente), de los serogrupos/serotipos mas
comunmente aislados®®#2. A pesar de que son métodos sensibles, rapidos,
especificos y reproducibles no han conseguido sustituir, de momento, al
procedimiento clasico ya que no estan al alcance de todos los laboratorios por
falta de la tecnologia necesaria, de personal suficientemente formado, de

tiempo para poder realizarlas, o de todas estas circunstancias a la vez.

La serotipificacion molecular también puede realizarse de forma muy precisa
mediante secuenciacién del genoma completo y analisis bioinformatico
posterior de las secuencias que codifican para los distintos tipos de antigenos
O y H. Aunque varios estudios han demostrado su gran capacidad
discriminativa, también es dificil que se generalice su uso por las mismas
razones que pueden aplicarse a todas las técnicas de biologia molecular que

no estan automatizadas*+’.

1.4.2.- Otras formas de tipado

Tradicionalmente, la serotipificacion se ha considerado el método de tipado de
eleccién para la vigilancia epidemioldgica y la investigacion de brotes de
salmonelosis*®4°. Sin embargo, en no pocas ocasiones, se requieren
estrategias complementarias mas sensibles para averiguar si determinadas
cepas de Salmonella del mismo serotipo estan o no relacionadas®. Estos
métodos pueden dividirse en fenotipicos y moleculares. En el primer grupo se
encuentra la fagotipificacion® vy los patrones de resistencia a los
antimicrobianos®'%?; y en el segundo el ribotipado®?, la electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE)%3%4, el tipado por secuenciacion de multiples locus
(MLST)>® y el analisis de polimorfismos en las secuencias repetidas en tdndem
(MLVA)Ss.

Métodos fenotipicos

La fagotipificacion es la técnica utilizada clasicamente para subdividir las

cepas de los serotipos mas frecuentes de Salmonella spp. Consiste en infectar
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las bacterias con un juego de bacteriofagos y obtener asi un patron de lisis que
se denomina fagotipo®. Se han empleado esquemas de fagotipificacion
reconocidos internacionalmente para los serotipos Enteritidis®, Typhimurium®°,
Hadar®®, Virchow®' y Typhi®?, pero no son suficientemente discriminativos para
estudios epidemioldégicos de cepas cuando se encuentran combinaciones de

serotipo/fagotipo muy frecuentes®s.

Con los antibiotipos sucede algo similar: aunque es facil disponer de ellos
porque se realizan de rutina en los laboratorios clinicos, sélo resultan de
utilidad para diferenciar cepas cuando éstas presentan algun patron de
resistencia caracteristico. E incluso en este caso, es posible que empleando

métodos de tipificacion molecular los aislamientos resulten diferentes.

Métodos moleculares

El ribotipado se basa en la digestidn del acido ribonucleico (ARN) ribosémico
con una enzima de restriccion, de manera que se generan un numero variable
de fragmentos de diferente tamafo que se separan posteriormente en geles de
agarosa. Los perfiles obtenidos (ribotipos o ribogrupos) se diferencian por el
nimero y la localizacion de estos genes. Algunos de los polimorfismos
permiten discriminar a nivel infra especifico por lo que puede ser util para el

subtipado de Salmonella%*.

El PFGE consiste en la digestién del acido desoxirribonucleico (ADN) genémico
purificado mediante la endonucleasa de restriccion de baja frecuencia de corte
Xbal. Los fragmentos de ADN se separan en un gel de agarosa sometido a un
campo eléctrico pulsado, posteriormente se visualizan mediante tincion de
bromuro de etidio y los patrones de restriccion obtenidos se analizan utilizando
programas informaticos creados para tal uso®. Si determinadas cepas
presentan patrones PFGE indistinguibles ~ pueden  considerarse
epidemiolégicamente vinculadas con un elevado grado de confianza®. Esta
técnica es la mas utilizada para la tipificacion molecular de Salmonella en los

laboratorios de referencia de los paises de la Union Europea®s.
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La técnica MLST se fundamenta en la secuenciacién parcial de 6 o 7 genes
muy conservados por estar sujetos a escasa presion selectiva. Aunque los
resultados obtenidos (secuencias tipo) son objetivables y se pueden
intercambiar entre laboratorios, posee un poder discriminativo bajo por lo que

no se suele utilizar para el estudio de brotes®*.

De empleo mas reciente es el MLVA, otra herramienta importante para la
vigilancia epidemiolégica de Salmonella que se fundamenta en la amplificacion
de regiones especificas del genoma que se repiten en tdandem de forma
variable. Tiene igual o mayor capacidad de discriminar entre cepas que el PFGE
y los datos obtenidos son comparables entre laboratorios, ademas es una

técnica mas barata y rapida que las anteriores®6¢’,
1.5.- Epidemiologia
1.5.1.- Panorama general

Como ya se ha expuesto, Salmonella spp es un patdégeno zoondtico de
distribucidon mundial que causa infecciones de origen principalmente
alimentario que tienen una incidencia mayor en los lactantes y los nifios
pequenos®. El riesgo de aparicion de complicaciones, y por lo tanto de
hospitalizaciones, es mayor en pacientes con edades extremas de la vida®®.
Desde el punto de vista epidemiolégico, las gastroenteritis por Salmonella spp
se presentan generalmente como casos esporadicos, aunque también pueden

ocurrir en forma de brotes de mayor o menor entidad®%/°.

Gracias a la informacion proporcionada por los Sistemas de Vigilancia
Epidemiologica sabemos que la incidencia de las infecciones causadas por los
diferentes serotipos varia mucho de un pais a otro y que, ademas, ésta se
modifica con el tiempo”'. Las diferencias entre regiones estan influenciadas
tanto por la cultura y las practicas de produccion de alimentos, como por la
ubicacién geografica y el nivel de desarrollo econémico’?2. Por otro lado, lo
habitual es que unos pocos serotipos sean los responsables de la mayoria de

los casos que se notifican. Asi pues, los que mas frecuentemente se han
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asociado con enfermedades en humanos en los paises europeos y en Estados

Unidos son S. Typhimurium y S. Enteritidis32.

Hasta el afio 2005 Salmonella enterica era la primera causa de infeccién
transmitida por alimentos en la Unién Europea’®. Sin embargo, a raiz de la
implantacién de medidas de control para reducir la prevalencia de esta bacteria
en la cadena productiva de gallinas ponedoras, los casos de salmonelosis en
humanos disminuyeron practicamente un 50% entre el afio 2004 y 2009,
pasando a ser el segundo agente zoondtico en frecuencia después de
Campylobacter spp’47°. En los ultimos afios (2015-2019) esta tendencia a la
reduccién de casos de salmonelosis en humanos se ha frenado, por lo que la
incidencia se ha mantenido en niveles estables’. En cuanto a Estados Unidos,
Salmonella spp también es la segunda causa de infeccion alimentaria, mientras

que la primera son los norovirus’®.

A pesar de los esfuerzos invertidos en los programas de control, la carga de las
infecciones por Salmonella spp en términos tanto de morbi-mortalidad como
econdmicos sigue manteniéndose muy elevada. Los CDC norteamericanos
estiman que, por cada caso de salmonelosis diagnosticado y declarado a las
autoridades sanitarias, hay 38 que se quedan sin diagnosticar’’. Por ello se
considera que en los Estados Unidos se producen 1,2 millones de infecciones
al afio, mas de 23.000 hospitalizaciones y unas 450 muertes’®. Segun la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), el coste global de la
salmonelosis humana para los paises de la Unién Europea podria ser de hasta
3 mil millones de euros?. A pesar de que no se dispone de datos fiables acerca
de la incidencia de la infeccidn en algunos paises en desarrollo, se estima que a
nivel mundial el numero de casos anuales de gastroenteritis por salmonela no
tifoidea es de unos 94 millones y el niumero de muertes asciende a 155.000,
siendo los continentes mas afectados Africa y Asia sudoriental”. La
gastroenteritis causada por Salmonella enterica no tifoidea es la primera causa

de muerte por enfermedad diarreica transmitida por alimentos®°.

39



1.5.2.- Especificidad de hospedador

La mayoria (99%) de los serotipos causantes de infecciones en el ser humano y
otros animales de sangre caliente pertenecen a la subespecie S. enterica subsp
enterica. Las otras cinco subespecies de S. enterica y S. bongori se aislan
raramente en humanos y se encuentran principalmente en animales de sangre
fria y en el medio ambiente®'. Todas las especies animales son susceptibles a
mas de un serotipo, pero cada uno de éstos provocara manifestaciones clinicas

de distinta gravedad segun el hospedador al que infecte®283,

Desde el punto de vista epidemioldgico los serotipos de Salmonella se pueden
clasificar en tres grupos dependiendo del grado de especificidad que presenten

por el hospedador®:

I. Los que tienen un amplio espectro de hospedadores, como Typhimurium o
Enteritidis, que pueden infectar tanto al hombre como a otras muchas especies
animales. Este grupo es el que tiene mayor importancia epidemioldgica ya que
engloba a la mayoria de los serotipos responsables de las gastroenteritis

agudas.

Il. Los restringidos a los seres humanos: S. Typhi y S. Paratyphi. Generalmente
sOlo infectan y causan fiebre entérica en el hombre transmitiéndose de persona

a persona de forma directa o indirecta.

lll. Los serotipos altamente adaptados a hospedadores animales como, por
ejemplo, Salmonella enterica subsp enterica ser Abortusovis, que provoca
infecciones con manifestaciones clinicas en las ovejas; Salmonella enterica
subsp enterica ser Abortusequi, en los caballos; y S. Gallinarum, en las aves de
corral. Si estos serotipos con preferencia por determinadas especies animales
infectan a los humanos pueden causar desde sintomas muy leves, como S.
Abortusovis y S. Gallinarum, hasta enfermedades sistémicas graves, como es el
caso de Salmonella enterica subsp enterica ser Choleraesuis con el cerdo como

hospedador primario o S. Dublin que esta muy adaptada al ganado vacuno.

Esta especificidad de huésped “serotipo-dependiente” esta subordinada a la

capacidad que un serotipo concreto tiene para adaptarse al entorno de un

40



animal determinado y de convertirlo asi en su hospedador natural®?. El proceso
de adaptacion de los serotipos de Salmonella spp a sus hospedadores
comprende distintos mecanismos que les permiten sobrevivir en el interior de
estos y desarrollar su patogenicidad. El primer paso necesario es conseguir
evadir su sistema inmunoldgico® lo que, dependiendo del tipo de Salmonella,
puede suceder de forma muy restringida a determinadas especies animales.
Por ejemplo, S. Typhi, S. Gallinarum y S. Abortusovis, muestran un alto tropismo
por los érganos linfaticos de humanos, aves y ovejas, respectivamente®. La
adquisicion de elementos genéticos moviles como plasmidos con genes de
virulencia e islas de patogenicidad, y también la pérdida de genes y las
mutaciones puntuales son eventos que favorecen esta adaptacion®®. Asi, bajo
la presién selectiva que sufre una cepa dentro de un hospedador determinado
pueden desarrollarse variantes con distinto grado de patogenicidad y que, por
tanto, difieran en su capacidad de causar enfermedad®’. Lo cierto es que para
que un serotipo llegue a ser patdgeno para un rango particular de especies
hospedadoras es necesario que se produzca la combinacion de varios
factores®?, y que los mecanismos que posibilitan que un serotipo sea virulento
para una especie podrian hacer que el mismo serotipo sea menos o incluso

avirulento para otro hospedador®,

1.5.3.- Reservorio y modo de transmision

El reservorio mas comun de Salmonella spp no tifoidea es el tracto
gastrointestinal de una amplia variedad de animales salvajes y domésticos en
los que el estado de portador crénico es habitual, como, por ejemplo, aves de
corral y silvestres, ganado porcino y bovino, roedores, reptiles, perros, gatos y
otros mamiferos®>°'. Los humanos portadores asintomaticos también pueden

actuar como reservorio, aunque soélo de forma puntual.

La transmision tiene lugar cuando estos microorganismos se introducen en
areas de preparacion de alimentos y, posteriormente, proliferan en los mismos
gracias a temperaturas de almacenamiento o coccidén inadecuadas y/o a
contaminacion cruzada®?. Asi pues, Salmonella enterica es un patdgeno

zoondtico que en los paises desarrollados infecta a los humanos
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principalmente a través del consumo de alimentos de origen animal
contaminados: huevos, carne y derivados que se consuman crudos o poco
cocinados, y leche y productos lacteos que no cumplan los requisitos higiénico-
sanitarios para su comercializacién®3°4. Se estima que el 95% de las
infecciones se deben a la ingesta de este tipo de alimentos®®. Junto con la
carne de pollo y los huevos, los productos derivados del cerdo son una de las
fuentes mas comunes de salmonelosis no tifoidea en humanos a nivel
mundial®®, mientras que la carne de ternera es una fuente mucho menos
frecuente, aunque descrita en los ultimos afios como origen de algunos brotes

importantes tanto en Estados Unidos como en Europa®?8.

Recientemente se ha sugerido que los siguientes mecanismos podrian tener
mas peso en la transmisién de Salmonella spp del que se pensaba en un
principio: beber agua contaminada o ingerirla de forma accidental en bafos
recreativos, consumir frutas y hortalizas crudas contaminadas, consumir
alimentos manipulados inadecuadamente por un portador crénico de
Salmonella, el contacto directo o indirecto con animales colonizados y la

transmision directa de persona a persona®®.
1.5.4.- Dosis infecciosa

A partir de estudios clinicos en voluntarios sanos se estimo la dosis infecciosa
de Salmonella spp no tifoidea en humanos adultos en >106-108 células®®. Sin
embargo, la validez de este umbral ha sido puesta en entredicho al encontrar
concentraciones mas bajas de la bacteria, incluso inferiores a 103
microorganismos, en las fuentes causantes de algunos brotes de
salmonelosis’®. Parece que Salmonella spp podria estar presente en niveles
tan bajos como 10'-10% células y aun asi ser capaz de causar infecciones
sintomaticas. Esto sucede, por ejemplo, en individuos con ciertas
enfermedades subyacentes y en nifios pequefios, o también si el alimento

contaminado es muy rico en grasas83101,

Las recomendaciones para evitar que la bacteria presente en un alimento
pueda multiplicarse y alcanzar asi una dosis infectante incluyen: cocinar los de

origen animal (carnes y huevos) a temperaturas que permitan que se alcancen

42



al menos 65°C en el centro de los mismos’%?, y refrigerar rapidamente a menos

de 5°C tanto alimentos crudos como cocinados'03.

Aunque las salmonelas no crecen bien a temperaturas bajas'®, no siempre
mueren por congelacion'?®. También sobreviven en alimentos 4cidos (pH<4.6) y

resisten la deshidratacion9®.
1.5.5.- Vigilancia y Control

Aunque la mortalidad causada por salmonelosis se produce mayoritariamente
en los paises en desarrollo’, la carga econdmica generada tanto por los
costes directos (atenciéon médica y veterinaria, pérdidas en el sector ganadero y
en la produccion de alimentos) como por los indirectos (disminucion de
productividad) tiene una gran relevancia a nivel mundial y se estima en varios

miles de millones de ddlares anuales™08.109,

La magnitud de estos datos justifica la obligatoriedad de la vigilancia
epidemioldgica y la instauracion de programas de control de estas infecciones.
Afortunadamente en los ultimos afios ha aumentado la inversion econdmica en
este tipo de programas, pero son los paises ricos los que cuentan con los
mejores sistemas de notificacién y control, mientras que la vigilancia en las
regiones del mundo con mayor incidencia sigue siendo deficitaria’®. Las
actuaciones para controlar la salmonelosis sélo resultaran verdaderamente

eficaces si se realizan con una perspectiva global'".

La disminucion significativa de las infecciones entéricas causadas por
Salmonella spp supone un gran desafio debido entre otros factores a su
capacidad de resistir en el medio ambiente, su amplia distribucién, la gran
variedad de animales que pueden actuar como reservorio, la posibilidad de

multirresistencia a los antibidticos y su adaptabilidad a distintos entornos’’2.

La salmonelosis representa, en definitiva, un importante problema de salud
publica. En Espafna esta incluida dentro de las Enfermedades de Declaracion
Obligatoria cuyo control realiza la Red Nacional de Vigilancia de la Salud
Plblica (RENAVE) y se declara de forma numérica semanal con envio de los

datos epidemioldgicos basicos agrupados en periodos de cuatro semanas’'®.
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Ademas, el laboratorio nacional de referencia de Salmonella y Shigella realiza el
serotipado completo de todas las cepas que reciben procedentes de los
laboratorios de microbiologia de distintos hospitales de nuestro pais. Los
resultados se publican anualmente en el informe de resultados de la Vigilancia
Epidemioldgica de las Enfermedades Transmisibles (Instituto de Salud Carlos
lll, Ministerio de Sanidad y Consumo). El conocimiento de los distintos
serotipos que circulan en una regién proporciona informacion muy valiosa para
el control de las toxiinfecciones alimentarias por Salmonella spp™* ya que
estos varian mucho en su virulencia, reservorios naturales y fuentes de

transmisidn a los humanos15116,

Por dltimo, en el “Protocolo de vigilancia de Salmonelosis (Salmonella spp.
distinta de S. Typhi y S. Paratyphi)” del Instituto de Salud Carlos II1'"7 se detallan
los objetivos de esta vigilancia y las medidas que Salud Publica emplea para el
control de la enfermedad en Espafa. Los objetivos comprenden el
conocimiento y la descripcidn del patrén de presentacion de salmonelosis en la
poblacion, la deteccidén precoz de los casos para controlar la difusion de la
enfermedad, y establecer medidas de prevencion y evitar brotes. Las medidas
profilacticas abarcan todas las etapas del suministro de alimentos, desde la
produccion hasta la distribucién y el consumo. Entre las medidas mas
importantes se detalla la importancia de la temperatura de coccién de los
alimentos, como almacenarlos y conservarlos tanto si estan crudos como
cocinados, la educacién de los manipuladores de alimentos, el establecimiento
de programas de control de Salmonella en la cadena alimentaria y la educacion
de la poblacion con respecto a la preparacién y consumo de huevos. También
es muy importante el aislamiento entérico de los pacientes, el estudio de sus

contactos y la investigacion de las fuentes.

1.6.- Patogenia y Factores de Virulencia

Salmonella spp se comporta como un patégeno intracelular facultativo. Cuando
estas bacterias llegan al intestino delgado tras pasar la barrera gastrica, para
que sean capaces de causar infeccidn, primero han de poder unirse y después

colonizar las células epiteliales columnares intestinales del ileon y las células M
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de las placas de Peyer''® que, debido a la ausencia de borde de cepillo, asi
como de glicocalix, representan una puerta de entrada ideal para las
enterobacterias'’®. Posteriormente deben sobrevivir en su interior y eludir los

mecanismos de defensa del hospedador'?.

Los sistemas bacterianos de adhesion mas comunes son las fimbrias que
también participan en la invasién celular y estan implicadas en la interaccién
con los macréfagos y en la formacién de biopeliculas’'. Salmonella expresa
una amplia variedad de fimbrias con diferente especificidad de unién’??,
algunas son comunes a todas las salmonelas y otras son serotipo

especificas’?,

La endocitosis depende de la llegada directa de proteinas de las bacterias al
citoplasma de las células gracias a sistemas de secrecion bacteriana de tipo Il
(SST3) que permiten que las proteinas que vayan a ser liberadas al medio
externo puedan pasar a través de la membrana interna, el espacio periplasmico

y finalmente la membrana externa del bacilo?.

En el caso de S. Typhi y S. Paratyphi, una vez cruzada la capa epitelial del
intestino delgado, los macréfagos las fagocitan y se diseminan asi a través del
sistema linfatico colonizando los tejidos del sistema reticuloendotelial. La
supervivencia y multiplicacién en el interior de los macréfagos también esta

mediada por un SST3"25,

Las infecciones causadas por Salmonella spp no tifoidea normalmente son
autolimitadas y no van mas alla de la lamina propia, pero algunos tipos han
desarrollado una serie de genes de virulencia que les permiten invadir la

mucosa intestinal y proliferar en los fagocitos'26.

Otros factores de virulencia con participacién en la patogénesis de estas
infecciones son los flagelos, los genes de virulencia que se encuentran en islas
de patogenicidad (SPIs) o en plasmidos'?’, los polisacaridos capsulares®’ y la

produccién de endotoxinas y exotoxinas'?8.

Los flagelos, ademas de conferir motilidad, ayudan a la bacteria a eludir la

respuesta inmune del hospedador. La mayoria de los serotipos de Salmonella
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spp son capaces de variar la fase de la flagelina, mecanismo que provoca la
heterogeneidad de los antigenos flagelares’®. De manera que, si las cepas
causantes de una infeccion son capaces de cambiar de fase en el curso de
ésta, podran sobrevivir a la respuesta inmune mediada por anticuerpos del

hospedador®.

La expresion de determinados genes situados en plasmidos de virulencia
facilita su multiplicacién dentro del sistema reticuloendotelial, incluidas las
células hepaticas y las del bazo'3°. Al igual que sucede con las fimbrias, existen
plasmidos que pueden encontrarse en cualquier ejemplar de Salmonella y otros

que son especificos de serotipo’.

En cuanto a las SPIs, las que se encuentran mas frecuentemente en estas
bacterias son la SPI-1,-2-3/4 y -5 siendo SP-1 y SP-2 las de mayor
importancia’®2. La SPI-1 es necesaria para el proceso de infeccion intestinal ya
que es la que codifica el SST3 (SPI-1 SST3) que, como se ha comentado
anteriormente, se encarga de introducir las proteinas efectoras de la bacteria
en las células del hospedador’33. Estas proteinas modifican el citoesqueleto de
actina mediando asi la entrada de la bacteria’3*. La SPI-2 codifica un segundo
SST3 (SPI-2 SST3) cuyas proteinas efectoras se relacionan con la
supervivencia o multiplicacién en enterocitos y macréfagos'™3. La SPI-3
también es necesaria para la supervivencia intracelular en macréfagos, la SPI-4
parece que codifica un sistema de secrecion de tipo | (SSTI), y la SPI-5 codifica
proteinas efectoras involucradas en la secrecion de fluidos y la reaccion

inflamatoria en la mucosa intestinal33.

Por ultimo, los polisacaridos superficiales permiten la persistencia de las

bacterias en el tracto intestinal de los hospedadores®’.

1.7.- Manifestaciones Clinicas

En los seres humanos, la infeccidn por Salmonella spp puede causar diferentes
sindromes dependiendo fundamentalmente del serotipo productor de la misma

y del estado inmunoldgico del paciente. Los distintos cuadros clinicos se
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dividen en las denominadas salmonelosis no tifoideas, que pueden ser o no

invasivas, y en la fiebre tifoidea y paratifoidea’s®.
1.7.1.- Salmonelosis no tifoidea

La salmonelosis no tifoidea humana comprende desde formas leves de
gastroenteritis hasta cuadros graves con manifestaciones sistémicas

incluyendo la sepsis’®®, y la causan serotipos distintos de Typhi y Paratyphi.

El cuadro clinico mas comun es la gastroenteritis aguda. Tras la ingesta del
microorganismo, el periodo de incubacién oscila normalmente entre 4 y 72
horas. El sintoma mdas frecuente es la diarrea (con o sin productos
patolégicos), pero también pueden aparecer fiebre, escalofrios, nduseas,
vomitos, dolor abdominal, cefalea, mialgias y otros sintomas sistémicos®3. La
enfermedad suele ser autolimitada, la fiebre desaparece tras unas 72 horas y la
duracion de la diarrea acostumbra a ser de entre 3 y 7 dias'®/, aunque puede
ser tan profusa que provoque una deshidratacion grave que requiera ingreso
hospitalario. Una vez resueltos los sintomas, la bacteria puede excretarse en
heces durante algun tiempo. Este estado de “portador temporal” no suele
persistir mas de ocho semanas, sin embargo, en los lactantes puede
prolongarse hasta varios meses. Se considera que un paciente es portador
croénico de salmonela cuando la bacteria se sigue aislando en sus heces doce
meses después de resuelta la gastroenteritis. Esto ocurre sélo
aproximadamente en el 0,15% de los adultos sanos y el 3,9% de los nifios que
se infectan, pero tiene importancia epidemiolégica en cuanto que pueden ser

transmisores de la enfermedad’38.

La bacteriemia esta presente entre el 5-10% de las infecciones’® y puede
complicarse si se produce la siembra del microorganismo en algun tejido. De
esta manera puede causar abscesos, artritis séptica, colecistitis, meningitis,
pericarditis, neumonia, pielonefritis, endocarditis, osteomielitis y otras
infecciones locales™?. Determinados grupos de riesgo son mas susceptibles de
padecer infecciones invasivas o graves, como los neonatos, los ancianos, los

pacientes con alteraciones de la inmunidad celular, con hemoglobinopatias o
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disrupciones de la mucosa intestinal (enfermedad inflamatoria intestinal o

neoplasias)®3137.

Después de padecer una salmonelosis pueden desarrollarse complicaciones
post-infecciosas como la artritis reactiva, el sindrome de Reiter y la espondilitis
anquilosante. En estudios realizados siguiendo a pacientes de brotes
epidémicos la incidencia de artritis reactiva por Salmonella spp oscila entre un

5yun 30%'41142,

La tasa de mortalidad de salmonelosis no tifoidea generalmente es muy baja,
menor del 1%, pero puede superar el 10% en pacientes de riesgo con

infecciones invasivas'3/143,
1.7.2.- Fiebre tifoidea y paratifoidea

La fiebre tifoidea y paratifoidea son enfermedades sistémicas que estan
causadas por los serotipos Typhi y Paratyphi A, B y C, respectivamente™.
Aunque estas enfermedades tienen una distribucion mundial, su incidencia es
mayor en paises en vias de desarrollo cuya poblacion tiene dificultad para

acceder a agua potable y no disfruta de condiciones sanitarias adecuadas™.

Excepto Paratyphi B, que también puede encontrarse en animales, el resto de
los serotipos mencionados son patégenos exclusivos del ser humano™#°. Estos
microorganismos colonizan el intestino delgado, invaden la mucosa
gastrointestinal y después pasan al torrente sanguineo diseminandose al

higado, bazo y medula ésea’®.

El periodo de incubacion normalmente es de 8 a 14 dias en la fiebre tifoidea y
de 1 a 10 dias en la paratifoidea. Las manifestaciones clinicas de inicio son
inespecificas e incluyen fiebre, malestar general, cansancio, anorexia y cefalea.
Alrededor del 30% de los pacientes presenta un exantema maculopapular de
color salmén en el tronco (manchas rosadas), un 50% hepatoesplenomegalia,
un 20-40% dolor abdominal, un 5-10% manifestaciones neuropsiquiatricas, y
puede aparecer tanto diarrea como estrefiimiento, ademas de bradicardia
relativa y tos seca’’. Durante la 32 0 42 semana de la infeccion, si ésta no ha

sido tratada, pueden aparecer complicaciones hemorragicas, perforacion
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intestinal, infecciones focales, encefalopatia y shock'#8. El cuadro clinico de la

fiebre paratifoidea es parecido al de la tifoidea, aunque suele ser mas leve'.

En cuanto al tiempo durante el que los pacientes se comportan como
portadores, parece que alrededor del 10% de los enfermos no tratados
excretaran bacilos durante tres meses después del inicio de los sintomas y el 2-

5% se convertiran en portadores cronicos’°.

La tasa de mortalidad de la fiebre tifoidea sin tratamiento es de un 10-15%, y se
reduce hasta un 1-2% si se instaura antibioterapia de forma precoz y

adecuada’?.

.

1.8.-Tratamiento Antibiético

Las salmonelosis no tifoideas se comportan habitualmente como procesos
autolimitados que no requieren mas tratamiento que el aporte oral de liquidos y
electrolitos. No esta demostrado que la administracion de antimicrobianos
mejore el curso de la infeccion'™’ y se ha visto que puede aumentar la duracion

del estado de portador’38,

Debido al riesgo de infecciones invasivas potencialmente mortales la
antibioterapia deberia considerarse en pacientes vulnerables como nifios
menores de 2 aflos, pacientes de edad avanzada, inmunodeprimidos,
infectados por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), enfermos con
drepanocitosis o con anomalias de valvulas cardiacas o endovasculares’?, y
también cuando aparezcan fiebre alta o continua, y/o manifestaciones

extraintestinales??3.

Asi, cuando esté indicado, el tratamiento empirico de la enteritis se realizara
con una quinolona oral 3-7 dias o con azitromicina en dosis Unica. En caso de
bacteriemia o infeccién localizada extraintestinal se puede emplear una
cefalosporina de tercera generaciéon, aztreonam o ciprofloxacino hasta 4
semanas (6 en la endocarditis)'®*. El tratamiento de las infecciones graves

debe ajustarse en base a los resultados de las pruebas de sensibilidad ya que
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la aparicion de cepas con resistencia a varios antimicrobianos es frecuente en

Salmonella spp.

En general, el uso de antibiéticos conlleva la aparicién y diseminacion de
bacterias resistentes. La mala utilizacion de los antimicrobianos en los
animales de granja ha propiciado el surgimiento de bacterias comensales
resistentes que pueden contaminar los productos de consumo y llegar asi al

tracto intestinal de los seres humanos'°°.

Cuando una bacteria resistente a multiples antimicrobianos produce una
infeccion es mucho mas probable que se produzcan fallos del tratamiento, lo
que se traduce en un aumento de la morbilidad y la mortalidad. Un ejemplo de
ello es S. Typhimurium multirresistente, que se ha asociado con un alto riesgo
de infeccion invasiva, hospitalizacion prolongada y mayor riesgo de muerte’>.

En la década de 1960 se notifico la primera resistencia a un antibiético
(cloranfenicol) en una cepa de Salmonella'’. A partir de entonces, el aumento
global de resistencias en esta bacteria ha sido llamativo. A principios de 1990
los aislamientos con resistencia a mas de un antibidtico representaban un 20-
30% del total mientras que a comienzos del siglo XXI eran un 40% en Europa y
hasta un 70% en algunos paises de otros continentes''2'%8, Esta creciente
disminucién de la sensibilidad a los antibidticos clasicamente considerados de
primera linea para el tratamiento de las infecciones por Salmonella spp
(aminopenicilinas, cotrimoxazol y cloranfenicol), ha intensificado el uso
empirico de fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion'® tanto

en humanos como en el &mbito veterinario¢0.

Los CDC consideran que la multirresistencia en salmonela no tifoidea
constituye una grave amenaza para la salud publica’’. Y, en particular, la OMS
estima que es especialmente preocupante la aparicién de resistencia a los
"antimicrobianos de importancia critica de la mas alta prioridad”, como las
fluoroquinolonas y las cefalosporinas de espectro extendido, que podria
comprometer el tratamiento efectivo de las infecciones graves’®? y que se ha
convertido en un problema emergente en muchas regiones del mundo’63-165,

Los antibioticos carbapenémicos podrian ser la Unica opcidn de tratamiento en
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pacientes con infecciones invasivas originadas por cepas resistentes tanto a
quinolonas como a cefalosporinas de 32 generacion. Por desgracia, ya se ha
comunicado en la literatura una cepa de S. Typhimurium aislada en un paciente
con infeccidn del tracto urinario que se volvié resistente a ertapenem durante el

tratamiento con este antibidtico 6.

Los genes que determinan la resistencia en Salmonella spp pueden estar
codificados en SPIs o en plasmidos conjugativos’®” y su presencia varia
dependiendo del serotipo'62168_S. Enteritidis es relativamente mas susceptible
a los agentes antimicrobianos que otros serotipos mientras que S.
Typhimurium presenta tasas de resistencia mucho mas altas’3. La
multirresistencia en Typhimurium se encuentra asociada a determinados
fagotipos, uno de ellos es el DT104 que puede ser resistente simultdneamente

a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclinas®.

A diferencia de las infecciones por salmonela no tifoidea, la fiebre tifoidea debe
tratarse siempre con antibidticos. De forma empirica con ceftriaxona
intravenosa 10-14 dias o con azitromicina oral 5-7 dias. En caso de que la cepa
sea sensible a quinolonas, puede emplearse ciprofloxacino oral o intravenoso 7
dias o cotrimoxazol oral o intravenoso 14 dias. El estado de portador crénico
también requiere tratamiento y puede emplearse ciprofloxacino 4 semanas o,
como alternativas, amoxicilina o cotrimoxazol 3 meses'*. El problema de las
resistencias también afecta a los serotipos tifoideos, en Pakistan una cepa de
S. Typhi resistente a cloranfenicol, ampicilina, cotrimoxazol, quinolonas y
cefalosporinas de 32 generacion (extremadamente resistente o XDR) causé un
brote de fiebre tifoidea que se desarrollo entre 2016 y 2017 cuyas unicas

alternativas de tratamiento fueron azitromicina y carbapenémicos°.
1.9.- Medidas Preventivas

Como ya se ha comentado, la prevencién de la salmonelosis humana es
compleja y comprende actuaciones a muchos niveles: en la etapa de
produccion primaria en la granja, en el matadero y en la manipulacion,

procesamiento, distribuciéon y consumo’.
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Las primeras medidas preventivas han de ir dirigidas a evitar que los animales
se infecten en la granja, para lo cual es imprescindible mejorar las condiciones
de bioseguridad. Esto comprende, entre otras acciones, suministrar alimentos
no contaminados a los animales, lograr un nivel de higiene elevado, desratizar
las granjas, aislar a los animales recién adquiridos del resto, realizar controles
veterinarios frecuentes y la vacunacion, al menos frente a los serotipos mas

frecuentes’’?,

Con el objetivo de disminuir la prevalencia de Salmonella spp en animales de
consumo Yy sus productos, el Reglamento Europeo N° 2160/2003 establece la
obligatoriedad de adoptar medidas apropiadas y eficaces para detectar y
controlar la presencia de esta bacteria en todas las etapas de produccién, pero
sobre todo a nivel de la produccién primaria'’3. Los Estados Miembro ha
instaurado Programas Nacionales de Control, adaptados a las circunstancias
propias de cada uno, cuyo cumplimiento es imperativo en la cadena de
produccién avicola. En estos programas se han establecido objetivos para la
reduccion de serotipos especificos seleccionados por su relevancia para la
Salud Publica en la poblacion de las siguientes aves: gallinas reproductoras y

ponedoras de la especie Gallus gallus, pollos de engorde y pavos'4.
En Espania, los objetivos que se pretende alcanzar son los siguientes”®:

I. Controlar la presencia de S. Enteritidis y S. Typhimurium, incluyendo las
cepas monofasicas con formula antigénica 1,4,[5],12:i:- en gallinas ponedoras
adultas cuyos huevos se destinan a comercializaciéon para consumo humano,

en pollos de engorde, y en pavos de engorde y de reproduccién adultos.

[I. Controlar, ademas de los serotipos anteriores, Salmonella enterica
subsp enterica ser Infantis, Salmonella enterica subsp enterica ser Virchow y
Salmonella enterica subsp enterica ser Hadar en manadas de aves

reproductoras.

[ll. Reducir el porcentaje maximo de manadas de gallinas ponedoras,
pollos de engorde, pavos y gallinas reproductoras infectadas con los serotipos

anteriores al 2%, 1%, 1% y 1%, respectivamente.
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Ninguno de estos objetivos incluye la reduccion del porcentaje de cerdos
infectados por salmonela. A pesar del problema que representa la salmonelosis
para las granjas porcinas y la amenaza que supone para las personas que
después consumen sus productos, en nuestro pais todavia no se ha
implementado ningun Programa Nacional de Control de Salmonella spp en el
ganado porcino en contraste con otros paises europeos, como Noruega,

Finlanda, Suecia y Dinamarca, donde si hay programas®2172232,

Entre las medidas que se podrian llevar a cabo para controlar las infecciones
por esta bacteria en los cerdos, la vacunacion se considera muy util en la etapa
de produccién en la granja'’é. Se usa principalmente para reducir la presion de
la infeccidn, ya que minimiza la diseminacidén de este microorganismo en las
piaras’’’. Recientemente, la Agencia Espafola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS) ha aprobado el uso de una vacuna denominada Salmoporc
(Ceva Santé Animale, Libourne, France), cuyo principio activo es S.
Typhimurium cepa 421/125, (mutante auxotréfico con marcador doble
histidina-adenina). Es la Unica autorizada en Espafa para la inmunizacién
activa de cerdas y lechones a partir de los 3 dias de edad. Segun su ficha
técnica reduce la colonizacidn, lainvasion de ganglios linfaticos mesentéricos y
la excrecién de cepas de S. Typhimurium de tipo salvaje en lechones y, también,

en las cerdas durante la lactancia.

Siguiendo la cadena alimentaria llegamos a las intervenciones que pueden
llevarse a cabo a nivel de la linea de sacrificio como la descontaminacion de las
canales con agua caliente, la pasteurizacion al vapor, los lavados con acido
organico, el enfriamiento rapido de las canales, la evisceracion y la
capacitacion y concienciacion del personal que trabaja en los mataderos'/8. Se
ha demostrado que estas medidas causan una reduccion mayor de las

infecciones en humanos que las que pueden implementarse en las granjas'’®.

Cuando fallan todas las intervenciones anteriores y los productos de origen
animal de venta al publico para consumo estan contaminados con Salmonella,
s6lo queda la prevencion a nivel de la manipulacién y conservacién adecuada

de estos alimentos antes de su ingesta. En el Protocolo de Vigilancia de
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Salmonelosis (Salmonella spp distinta de S. Typhi y S. Paratyphi) del Instituto de

Salud Carlos Il se detallan las siguientes medidas'"’:

I. Cocinar a temperaturas que permitan alcanzar 65°C en el centro del producto

o alimento de origen animal.

Il. Refrigerar las comidas preparadas rapidamente a una temperatura inferior a
5°C y en pequefios recipientes separados y protegidos para evitar

contaminacion cruzada.

[ll. Mantener las instalaciones y los utensilios de cocina limpios y proteger la

comida preparada contra la contaminacién por insectos y roedores.

IV. Educar a todos los manipuladores de alimentos en la importancia del lavado
adecuado de manos antes y después de la preparacion de comida, entre la
manipulacién de un alimento y otro, y después de defecar, especialmente si han

padecido algun proceso diarreico o si son portadores conocidos de Salmonella.

V. Evitar el consumo de huevos crudos o cocinados de forma incompleta, de

huevos sucios o rotos, y no lavarlos.

VI. Considerar el riesgo de salmonelosis debido a mascotas. Seguir ciertas

normas de higiene como el lavado de manos después de tocar estos animales.

2.- TYPHIMURIUM MONOFASICA

2.1.- Introduccion

Las bacterias patdogenas que empiezan a provocar infecciones con una
frecuencia mayor de la esperada suponen una amenaza para la Salud Publica,
en especial si son portadoras de factores de virulencia capaces de favorecer la
invasion celular y la evasién de los mecanismos de defensa del hospedador, o
de genes que provoquen resistencia a los antibidticos de uso habitual para su

tratamiento.
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Dentro del género Salmonella un ejemplo de serotipo emergente que reune
todas las condiciones necesarias para ocasionar importantes problemas
sanitarios es el 1,4,[5],12:i:- ([5] indica posibilidad de presencia o ausencia del
antigeno 0:5). Se trata de una salmonela que es incapaz de expresar la fase 2
del antigeno H, condicién que, de entrada, no deberia otorgarle ventajas
adaptativas. Los flagelos participan en la motilidad bacteriana y pueden actuar
como adhesinas, por tanto, podria inferirse que la falta de una fase flagelar
supondria un menoscabo en su capacidad para adherirse e invadir las células
epiteliales intestinales de los hospedadores, sin embargo, se ha comprobado
que ésta permanece intacta’®. Por otro lado, aunque se presume que el
mecanismo de variacion de fase ayuda a la bacteria a eludir la respuesta
inmunitaria en el curso de una infeccidn, también seria plausible que dejar de
expresar unos antigenos que el sistema inmunoldgico reconoceria y frente a
los cuales produciria anticuerpos podria representar una ventaja selectiva en

lugar de un inconveniente34.

Salmonella enterica subsp enterica ser 1,4,[5],12:i:- se detectaba con muy poca
frecuencia antes de la década de 1990 mientras que actualmente es uno de los
serotipos mas habituales, hecho que sugiere que su expansion ha sido reciente
y que, ademas, ha ocurrido de forma rapida. No obstante, no puede descartarse
que, en el pasado, las cepas de 1,4,[5],12:i:- se clasificaran errbneamente como
S. Typhimurium o como Salmonella serogrupo B, lo que habria conducido a su
subregistro3. Para catalogar adecuadamente los aislamientos de S.1,4,[5],12:i-
el proceso de serotipificacion es crucial, e incluso debe completarse con
métodos moleculares que permitan comprobar que genotipicamente no tienen

capacidad de expresar la fase que le falta’®.

En Europa, la primera cepa de esta variante monofasica comunicada en la
literatura se aislé en 1986 en Portugal a partir de muestras recogidas de una
canal de ave de corral'®. El hecho de que en Espaiia en el periodo de 1993 a
1996 sélo se registraran 10 cepas de este serotipo evidencia lo anecdoético que
era identificarlo como causante de gastroenteritis hace menos de tres

décadas’®. A partir de agosto de 1997 se produjo un aumento progresivo de la
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frecuencia de su aislamiento en nuestro pais, de manera que en el afio 2000 ya
representaba el 3,5% de las cepas de Salmonella registradas en el Centro

Nacional de Microbiologia®’.

Desde entonces, la incidencia de salmonelosis causada por esta variante ha
crecido rapidamente y no sélo dentro de nuestras fronteras, en la actualidad es
uno de los serotipos mas frecuentemente aislados en multitud de paises de

todo el mundo como ltalia, Suiza, Eslovaquia o Japon'8+187,

En el continente europeo es el tercer serotipo mas aislado en humanos, por
detras de Enteritidis y Typhimurium, suponiendo un 8,2% de los casos’. En
Estados Unidos es el quinto serotipo mas prevalente con un 4,7%'8 de los
aislamientos, en China esta incluido en el grupo de los cuatro serotipos mas
frecuentes’®, en Canada y Brasil se encuentra entre los cinco primeros™%11 y

en Colombia ocupa el cuarto lugar’®?, por poner algunos ejemplos.

Ademas, S. 1,4,[5],12:i-- también ha sido responsable de un nimero creciente de
brotes en humanos en distintas naciones como Luxemburgo'3, Alemania’®,
Francia'®® y Espana’®®'®’. Muchos de estos brotes se han relacionado con el
consumo de carne de cerdo contaminada, pero otros se han asociado con otras

fuentes, como carne de vacuno, aves de corral y animales de compaiiia®198290,

2.2.- Mecanismo de Variacion de Fase. Base Genética del

Fenotipo Monofasico
2.2.1.- Mecanismo de Variacion de Fase

Ya se ha comentado que la mayoria de los serotipos de Salmonella enterica
poseen dos proteinas de flagelina diferentes denominadas de fase 1 y de fase 2
que estan codificadas por los genes fliC y fljB, respectivamente. La célula
expresa alternativamente estas dos proteinas mediante el mecanismo de

“Variacion de Fase”.

La variacion de la fase flagelar se produce debido a la inversion reversible de
una region de ADN conocida como segmento H, que contiene tanto al promotor

para el gen fljB como al gen hin que codifica una ADN invertasa que actua
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como interruptor molecular catalizando el proceso?°'22, E| gen fljB constituye
un operdn con el gen fljA, que codifica un regulador negativo de la expresién de
fliC (FIjA).

Asi pues, en un sentido, el promotor activa la transcripcion de los genes fljB y
fliA lo que resulta en la sintesis de flagelina de fase 2 e inhibicién de flagelina
de fase 1. Cuando el fragmento se invierte, ni fljB ni fljA se transcriben por lo
que se expresa el gen fliC y se sintetiza flagelina de fase 18 (figura 2). Este

cambio de fase ocurre a una tasa de 102 a 10 por generacion celular?',

Figura 2. Esquema explicativo del mecanismo de Variacion de Fase

@ w—

PROMOTOR . OFF
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Fuente: lll Curso Avanzado WHO Global Foodborne Infections Network (WHO-GFN). Diagnéstico de Vibrio

cholerae y Salmonella spp por PCR. Inversién de fase en Salmonella spp. Servicio Enterobacterias

Departamento Bacteriologia Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas Anlis “Carlos G. Malbran”38

2.2.2.- Base Genética del Fenotipo Monofasico

Todavia se desconocen con exactitud los eventos que han propiciado la
aparicion y posterior emergencia de S. 1,4,[5],12:i:-. Puede que la falta de

expresion de la fase 2 del antigeno flagelar se deba a mutaciones, deleciones o
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inserciones en el gen fljB, junto con alguna alteracion en el mecanismo

regulador de la variacion de fase?203-205,

La caracterizacion de aislamientos de S. 1,4,[5],12:i:- procedentes de animales
de granja (pollos y cerdos) ha permitido la identificacion de deleciones en los
genes fljA, fliB y hin?03206. En otros estudios se han encontrado
reordenamientos del ADN en la regién del promotor?®’ y deleciones en el
operon fljAB y los genes flanqueantes?°®. Ademas se han detectado cepas de S.
1,4,[5],12:i:- con mutaciones puntuales en fljA, fliB y hin®® y elementos de

insercion 1S26 que interrumpen diferentes regiones intergénicas?’.

Las deleciones y los reordenamientos parecen generar un genotipo/fenotipo
estable, pero tanto las mutaciones puntuales como los 1S26 pueden ser
reversibles y dar lugar a un fenotipo intermitente o inconsistente que resulta

dificil de identificar mediante métodos genotipicos como las sondas de ADN?%3,

Numerosos estudios han intentado responder a la disyuntiva de si S.
1,4,[5],12:i-- habria aparecido como una mutante de otro serotipo bifasico ya
existente que hubiera perdido los genes o la capacidad de expresar los
antigenos H de fase 2, o, por el contrario, se trataria de un nuevo serotipo que

no contaria con estos genes o con la capacidad de variar de fase35210,

Teniendo en cuenta que los factores somaticos 1, 5y 27 a veces pueden no
expresarse en una cepa determinada, son siete los serotipos de S. enterica
subsp enterica que podrian ser ancestros de S. 1,4,[5],12:i:- por poseer los
mismos antigenos O y H de fase 1. Estos son: Typhimurium (1,4,[5],12:i:1,2),
Lagos (1,4,[5]12:i:1,5), Agama (4,12::1,6), Farsta (4,12:i:e,nx), Tsevie
(1,4,12:i:e,n,z15), Gloucester (1,4,12,27:i:,w) y Tumodi (1,4,12:i:ze); y un serotipo
de la subespecie Il sin nombre (4,12,27:i:z35)'8. De todos ellos, Typhimurium es
el que mas se identifica en seres humanos y animales, los demas sélo se aislan
raramente. Los estudios genéticos que han comparado 1,4,[5],12:i:- con otros
serotipos se han realizado incluyendo solamente a Typhimurium y a Lagos, asi
que no es posible excluir por completo al resto de serotipos nombrados como

posibles ancestros?03.208211,

58



Estos trabajos de subtipificacion molecular y los analisis filogenéticos no han
encontrado similitudes entre S. 1,4,[5],12:i:- y S. Lagos, pero si muchas
semejanzas entre S. 1,4,[5],12:i:- y S. Typhimurium lo que ha llevado a pensar
que la hipdtesis mas plausible es que el serotipo 1,4,[5],12:i-- sea una variante

monofdsica de S. Typhimurium?'1:212,

La relacién genética entre S. 1,4,[5],12:i:- y S. Typhimurium ha sido determinada
en base a que ambas comparten patrones lisogénicos y de PFGE idénticos o,
como poco, similares?'’, a que en estudios que emplean tecnologia MLST se
obtienen las mismas secuencias tipo200203204213 y 3 que cuando se utilizan
microarrays de ADN el serotipo monofasico muestra un repertorio genético
muy similar al de Typhimurium?%8214 Ademds se han detectado secuencias
especificas de S. Typhimurium, como por ejemplo la de la regién intergénica
fljA-fljB, en aislamientos de S. 1.4,[5],12:i-215216,

2.3.- Clones

Se han identificado varios clones distintos del serotipo 1,4,[5],12::- en
diferentes paises y en distintos momentos a lo largo del tiempo*186204 Acerca
de su origen se barajan dos hipédtesis, la primera sugiere que S. 1,4,[5],12:i-
surgié a raiz de un evento unico y posteriormente se diversifico en varios
linajes, y la segunda que fueron multiples eventos de deleciones

independientes los responsables de su emergencia.

Estos clones se diferencian en cuanto a mecanismos de resistencia, perfiles de
PFGE, secuencias tipo/patrones de MLVA y deleciones?'72'°. Por su
importancia, destacan tres?®*: el clon espariol, el clon europeo y el clon

estadounidense.

Clon Espafiol

Inicialmente el primer clon de S. 1,4,[5],12:i:- fue identificado a partir de aislados
de muestras pertenecientes a cerdos en Espafa en 19972'". Estas cepas se
caracterizan por un patrén de multirresistencia ACSUGSTSxT (resistencia a

ampicilina, A, cloranfenicol, C, sulfonamidas, Su, gentamicina, G,
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estreptomicina, S, tetraciclina, T, y trimetoprima sulfametoxazol, SxT) cuyos
genes responsables, blatem1, cmlA1, aadA2, aac(3)-1V, sull, tet(A) y dfrA12, se

localizan en plasmidos de gran tamario (110 a 220 Kb) no autotransferibles??0.

El fagotipo y la secuencia tipo predominantes son U302 y ST19,
respectivamente*208213221 - Gj se comparan con S. Typhimurium LT2, estos
aislamientos presentan cinco deleciones (regiones | a V) y una insercién (regién
VI). La delecién de la region V incluye al operdn fljAB y afecta a 16 genes
completos, entre ellos hin; ademas, los genes flanqueantes STM2757 y
STM2773 (iroB) aparecen truncados y en su lugar se ha insertado una

secuencia 1S26208,

Al estudiar mediante PFGE una seleccién de cepas de S. 1,4,[5],12:i:- fagotipo
U302 aisladas en Espafia entre 1997 y 2007 se comprobd que los patrones de
bandas encontrados tenian un elevado indice de similitud que sugeria
clonalidad entre ellas®>219222 y ponia de manifiesto la circulacién de este clon

en nuestro pais al menos durante esa década.

Clon Europeo

El segundo clon surgié hacia 2005 en varios paises europeos® y fue
identificado gracias a que se estudiaron cepas de S. 1,4,[5],12:i:- que se estaban
aislando en lItalia con una frecuencia mayor de la habitual, junto con otras de
Dinamarca y Reino Unido. Todas las cepas compartian el mismo patron de

restriccién de PFGE-Xbal o, como minimo, patrones muy similares?'°,

Este clon se caracteriza por el perfil de resistencia ASSuT, con o sin
resistencias adicionales, pero siempre con sensibilidad a cloranfenicol??3. Los
genes responsables de esta multirresistencia, blatem, StrAB, sul2 y tet(B), se
localizan cromosdémicamente organizandose en dos regiones (RR1 y RR2)
flanqueadas por copias de la secuencia de insercion 1S26224. El clon europeo se

ha asociado cominmente con los fagotipos DT193 y DT120%%5,

Actualmente es el clon predominante y se ha extendido a Alemania, Suiza y

Reino Unido, entre otros paises??®. Su perfil de resistencia tipo es el que se
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encuentra mas frecuentemente en la Unién Europea en aislamientos de

humanos y de cerdos de engorde??’.

Clon Americano (estadounidense)

El hecho de que S. 1,4,[5],12:i:- fuera el sexto serotipo en frecuencia entre las
cepas de origen humano en Estados Unidos en 2007728, sumado a que también
origind grandes brotes en el pais®, motivd la realizacion de un estudio
comparativo entre estas cepas y otras pertenecientes al clon espafiol?%4. Se
comprobé asi que los aislados americanos diferian de los espafioles en los
patrones de restriccion PFGE-Xbal, en las regiones genéticas delecionadas y en
que eran predominantemente pansensibles a los antimicrobianos, siendo la
multirresistencia muy poco habitual. El estudio agrup6 las cepas de los Estados
Unidos y Espafia en dos clones distintos y sugirié que sus ancestros eran cepas
de S. Typhimurium distintas??4??’. El clon estadounidense se caracteriza por
una gran delecion en el locus fljB?%° y por conservar los genes hin e iroB2%. La
delecion es mayor que la de las cepas del clon espafiol: comprende 77 genes
desde STM2692 a STM2772, y en lugar de la region intermedia entre los
segmentos IV y V se encuentra un fragmento de insercion de unas 7 kb
compuesto por los genes STM2704, STM2706 y otros tres homélogos a
STM1054, STM1053 y STM1997 que codifican dos genes de profagos Gifsy-2 y

un componente de la ADN polimerasa V2%4.
Otros clones

El llamado clon Sud-europeo se caracteriza por deleciones en la region fljAB
distintas de las que aparecen en los otros clones, aunque es similar al
americano por lo que parece estar relacionado con éste. Los aislamientos
agrupados en el clon Sud-europeo se diferencian de las cepas americanas por
la presencia de los genes cmlA1, aadA71/aadA2, sul3 y dfrA12 en integrones
dentro de plasmidos IncR que confieren resistencia a cloranfenicol,

estreptomicina, sulfonamidas y trimetoprima, respectivamente?3°,
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Ademas de estos clones de distribucion mundial, se han descrito otros
endémicos en paises como Bélgica, Japdén, China y Estados Unidos, que se

diferencian por las deleciones encontradas en la region fliAB2%4,

Muy recientemente se ha comprobado que las cepas de S. 1,4,[5],12:i:- que hoy
en dia circulan en Espafia no son clonales y que muy probablemente han
surgido de multiples eventos genéticos que han sucedido independientemente

y que podrian haber tenido lugar en cerdos?'.

En resumen, todos los datos de los que disponemos parecen apuntar a que las
distintas variantes del serotipo 1,4,[5],12:i:- han aparecido por todo el mundo a
partir de multiples reordenamientos no relacionados de secuencias de DNA de
distintas cepas de S. Typhimurium, y que algunos de ellos han tenido lugar

recientemente200.218,
2.4.- Exito Ecolégico

El sorprendente éxito evolutivo de S. 1,4,[5],12:i:- ha permitido su répida
expansion y, como ya se ha indicado, la ha convertido en uno de los serotipos
de mayor importancia a nivel mundial en cuanto a frecuencia de aislamiento en
humanos?®2. Algunas de las caracteristicas especificas que se han combinado
en este serotipo para contribuir a su emergencia podrian ser: la resistencia a
los antibidticos, la resistencia a los metales pesados, la capacidad de formar

biofilms y la presencia de genes de virulencia.

Muchas de las cepas de S. 1,4,[5],12:i-- presentan resistencia a multiples
antimicrobianos y se ha postulado que esta caracteristica constituye uno de los
factores determinantes de su propagacion. La hipotesis es que los antibioticos
utilizados por la industria carnica en los animales ejercerian una presion
selectiva sobre las bacterias, sobrevivirian las resistentes, como nuestra
variante monofasica, y desaparecerian las cepas sensibles. En contra de esta
teoria esta el hecho de que también es comun encontrar aislados de S.
1,4,[5],12:i- con fenotipos mas sensibles, asi que la contribucion de la

resistencia a su eficaz ecologia parece ser sélo parcial?06 226233234
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El cobre y el zinc se han empleado como suplementos alimenticios para
favorecer el crecimiento de los animales de granja y, también, como alternativa
a los antibidticos, ya que los macréfagos son capaces de eliminar bacterias
intracelulares dentro de fagosomas en presencia de grandes cantidades de
estos metales pesados??®®. Numerosos estudios acreditan la presencia de
genes responsables de resistencia a estos metales (cobre, plata, zinc y
mercurio) en un elevado porcentaje de aislamientos del serotipo 1,4,[5],12:i:-22°.
La existencia de estos genes puede evitar los efectos toxicos que los metales
pesados tienen sobre estas bacterias y, por tanto, contribuir a su supervivencia

en los entornos de cria de animales para consumo?3,

Se ha constatado que los aislamientos de esta variante monofdsica son
capaces de formar biofilms23” y que poseen multiples genes de virulencia como
sipC que esta implicado en la adhesién e invasion celular, sopB que promueve
mecanismos implicados en la diarrea y hilA que activa el proceso de invasién
celular?8, circunstancias que también proporcionan una ventaja competitiva a

este serotipo.

2.5.- Reservorio Principal: el Cerdo

En los paises industrializados el reservorio principal de Salmonella spp no
tifoidea es el tracto gastrointestinal de los animales criados para el consumo
humano, lo que puede traducirse al final de la cadena en alimentos
contaminados’®’ cuya ingesta es la causa mas frecuente de salmonelosis?®°.
Ademads de las aves de corral (gallinas ponedoras y pavos), una de las especies
animales con un papel mas relevante en la transmision de Salmonella es el
cerdo, y su funcion como fuente de infeccidon parece ser especialmente
importante en los paises del Sur de Europa, entre los que se encuentra

En Europa la carne de cerdo cruda o poco cocinada y sus productos son la
segunda fuente mas frecuente de casos de salmonelosis humana por detras de

los huevos y sus derivados?3? y en Estados Unidos también ocupa el segundo
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lugar como causante de brotes asociados con un elevado nimero de casos,

hospitalizaciones y defunciones?*2.

Aunque en los cerdos las infecciones por salmonela pueden ocasionar fiebre,
diarrea, postracion y muerte, lo mas habitual es que los animales infectados se
comporten como portadores asintomaticos de la bacteria que se queda
colonizando amigdalas, intestino y tejido linfoide asociado. Este estado de
portador sano parece ser el principal factor de riesgo para su propagacion y

transmision desde la cadena de produccion porcina al plato?42.

La colonizacién de los cerdos puede ocurrir en todas las etapas de la
producciéon carnica. La transmision puede suceder por contacto con agentes
externos como roedores, aves, mascotas y trabajadores de granja, de forma
vertical, o de animal infectado a animal sano. También existe una “transmision
circular” que consiste en un ciclo de contaminaciéon permanente de la granja:
los cerdos infectados contaminan el ambiente y, a su vez, los sanos adquieren

la bacteria por su interaccion con éste’’2.

En los animales infectados, al final del periodo de engorde puede producirse un
incremento de la excrecion de la bacteria provocado por el estrés que sufren a
causa del hacinamiento, transporte y tiempo que pasan en la zona de espera de
los mataderos. Estos factores también pueden aumentar la susceptibilidad de
los no portadores a infectarse?*4. Por otro lado, la contaminacién de las canales
de cerdo puede ocurrir en la linea de sacrificio, y esta relacionada con la
contaminacioén cruzada con otras canales y la presencia de la bacteria en el

medio ambiente/2,

Nuestro pais tiene uno de los niveles mas altos de infeccién por Salmonella spp
en cerdos de la Unién Europea?*®. En un estudio se aislé este microorganismo
en el 31% de los cerdos muestreados, siendo la variante monofésica
1,4,[5],12:i- la mas prevalente?*¢. Ademads, la proporcion de muestras de
carcasas de cerdos positivas para Salmonella spp en Espafia ha ido en
aumento con los afos. En 2010 era el 7%, en 2017 el 11,72% y en 2019 el
17,57% siendo el pais europeo con el porcentaje mas alto seguido de lejos por

Malta con un 8,33%".
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Los serotipos que se detectan mas frecuentemente en los cerdos de los paises
de la Union Europea son Typhimurium, Derby y 1,4,[5]12:i:-; y los mas
prevalentes en humanos Enteritidis, Typhimurium y 1,4,[5],12:i:-'. Typhimurium
se asocia con cerdos de engorde y su carne (42%), pollos de engorde (34,8%) y
gallinas ponedoras (13,5%); y la variante monofasica principalmente con cerdos

(72,1%) y pollos de engorde (17,1%)".

En las ultimas décadas se ha producido un cambio en la tendencia de los
serotipos que se asocian con toxiinfecciones alimentarias en humanos. La
expansion de S. 1,4,[5],12:i:- a nivel mundial se ha relacionado con la
intensificacion de la cadena de produccion porcina y el aumento del comercio
internacional de cerdos y sus productos. La demanda global de carne de este
animal ha ido en aumento con los afnos y en la actualidad es una de las que

mas se consume'’2,

La mayor proporcién de cerdos infectados por el serotipo monofasico se ha
acompafiado de una disminuciéon de la cantidad de estos animales con
infeccion por el serotipo Typhimurium?#’. La evidencia de que S. 1,4,[5],12:i-
presenta una ventaja competitiva in vivo con respecto a S. Typhimurium se
consiguié inoculando simultaneamente ambos serotipos en cerdos sanos y
detectando posteriormente un mayor porcentaje de muestras de heces con la
variante monofasica que, ademas, se detectaba con concentraciones mas
elevadas que Typhimurium?*8. Parece que S. 1,4,[5],12:i:- tiene un tropismo
elevado por el cerdo lo que la convierte en un eficiente patdgeno para éste que,
a su vez, actia como reservorio fundamental de este serotipo?'® para las

infecciones en humanos.

El aumento del porcentaje de cerdos infectados por la variante monofasica se
ha seguido del incremento de casos de salmonelosis humana por este
serotipo?*. No es de extrafar que también se hayan comunicado brotes
ligados al consumo de productos carnicos porcinos en distintos paises como
Luxemburgo?3, Alemania?®’, Italia®® y Espafia’®’2°'. En los brotes espafioles las
fuentes asociadas fueron la longaniza seca, producto de charcuteria tradicional

de nuestro pais, y también carne de cerdo poco cocinada.
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Para verificar que la carne de este animal constituye una fuente de infeccién de
la variante monofasica, se han llevado a cabo estudios fenotipicos (serotipado
y estudio de sensibilidad) y genotipicos (PFGE) que han demostrado que las
cepas de 1,4,[5],12:i:- encontradas en cerdos y en su carne, y las aisladas en
humanos infectados estan estrechamente relacionadas?°0252, Pese a ello, este
serotipo parece no estar caracterizado por un solo reservorio ya que también se
recupera de otras fuentes, como el ganado bovino, pollos, pavos, aves
silvestres y tortugas, lo que demuestra que es una variante con un amplio rango
de hospedadores??022725325%4  De hecho, se han producido brotes ligados al
consumo de pastel de pollo congelado en Estados Unidos?>® y a la ingesta de

hamburguesas de ternera contaminadas en Francia®®2%.

3.- ESPECTROMETRIA DE MASAS. MALDI TOF

3.1.- Introduccion

La espectrometria de masas permite estudiar la distribucién de las moléculas
de una sustancia?®’. Mediante un instrumento denominado espectrometro se
consigue obtener, a partir de moléculas organicas, iones en fase gaseosa que
posteriormente se separan y detectan en funcién de su masa/carga (m/z)2%8. El
desarrollo de una variante de esta técnica, conocida como “ionizacion suave”,
que permite analizar moléculas de mayor tamafo al utilizar un laser como
fuente de ionizacion y una matriz organica, posibilité su aplicacién en la
identificacion de microorganismos?®’. Se emplea un espectrometro de masas
denominado MALDI-TOF que tiene la peculiaridad de que su laser consigue una
menor fragmentacion idnica de la muestra por lo que los resultados que se
obtienen son mas sencillos de interpretar. Consta de tres componentes que se
mantienen en una atmdsfera de vacio: una fuente de ionizacion, un analizador

de masas y un detector?°82%9,
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Fuente de ionizacion

Se aplica sobre una macromolécula generando iones por exceso o pérdida de
electrones, asi que las moléculas se cargaran eléctricamente?®®. En el caso del
MALDI-TOF, para conseguir la ionizacién, primero se deposita la muestra en
una tarjeta de material conductivo que después es embebida en una matriz
organica que cristaliza en contacto con el aire. Las matrices que se utilizan son
compuestos que contienen en su estructura un anillo bencénico conjugado, y
su funcion es producir iones intactos en fase gaseosa a partir de biomoléculas
de gran tamafio como son las proteinas. La tarjeta con la muestra y la matriz se
introduce en una camara de alto vacio y a continuacion es irradiada por un laser
de nitrégeno con una longitud de onda de 337 nm. La energia del laser causa la
desestructuracién de la matriz cristalizada que arrastra a la muestra. La mayor
parte de la energia es absorbida por la matriz y la muestra se ioniza sufriendo

muy poca fragmentacion?57.259,

Analizador de masas

Se trata de una zona donde se establece un potente campo magnético que
dirige los iones hacia el detector. La energia que proporciona el laser es
constante y las particulas adquieren una elevada cinética separandose segun
su ratio masa/carga (m/z). Las particulas mds ligeras vuelan mds rapido y
llegan antes al detector y las mas pesadas tardan mas en llegar. El periodo de
tiempo que le cuesta llegar hasta el detector a cada ion se denomina tiempo de

vuelo?,

Detector

Al final de la zona de vuelo los iones impactan en él. Registra el tiempo que
tarda un grupo de iones en atravesar el campo magnético generando asi el
llamado “espectro de masas”. Este consiste en una relacién de masas (eje de
las ordenadas) cuya intensidad serd la abundancia relativa, es decir, el nimero
de iones de una determinada masa que impacta contra el detector (eje de las

abscisas)?%/2%°,
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3.2.-Aplicaciones de la Espectrometria de Masas MALDI-TOF

3.2.1.- Identificacion de microorganismos

La espectrometria de masas MALDI-TOF es la tecnologia cuya aplicacion ha
resultado mas revolucionaria para la Microbiologia Clinica en las ultimas
décadas en cuanto a la identificacion de microorganismos. Contar en un
Servicio de Microbiologia con un espectrometro de masas de este tipo supone
un antes y un después en el desarrollo de la rutina diaria por la mejora que
implica con respecto a las técnicas fenotipicas tradicionales, tanto en
disminucién de tiempo de diagndstico como en fiabilidad de este?®'. El rango
de masas de interés se encuentra entre los 2.000 Da y los 20.000 Da, donde
estan incluidas, principalmente, las proteinas ribosémicas?®’. De cada
género/especie microbiana se genera un espectro (figura 3) que se va a
considerar como su huella peptidica, en cuanto que lo diferencia e identifica por

su singularidad y reproducibilidad 262263,

Figura 3. Ejemplo de espectro obtenido a partir de una cepa bacteriana
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Para conseguir la identificacion, el instrumento compara el espectro obtenido
de una muestra problema con los que posee almacenados en su base de datos.
Entre las ventajas de la espectrometria de masas MALDI-TOF se encuentran su
rapidez en la emisién de resultados (unos minutos), su facilidad de realizacién,
el bajo coste en reactivos, que permite el analisis simultaneo de un elevado
numero de cepas, que solo requiere una porcion minuscula de colonia y que es
capaz de identificar microorganismos dificiles de reconocer por métodos
fenotipicos convencionales. Las principales desventajas son el alto coste del
equipo y que es imposible identificar espectros que no contenga la base de
datos?®’. Ademas, la fiabilidad con la que MALDI-TOF identifica no es igual para

todos los tipos de bacterias.
3.2.2.- Estudios de tipificacion

La tipificacion bacteriana consiste en relacionar aislamientos de una misma
especie que estén vinculados epidemioldégicamente. Las técnicas que se
utilizan han de tener un alto poder de discriminacion, ser estables a lo largo del
tiempo y ser reproducibles; ademas, idealmente, deberian resultar rapidas y
baratas. Los métodos de tipificacion molecular cumplen con muchas de estas
caracteristicas, pero, por otro lado, requieren personal especializado, son
laboriosos, muchas veces caros y con tiempos de realizacion largos?®4. Se
tenian muchas esperanzas puestas en que la espectrometria de masas MALDI-
TOF podria suponer una alternativa a las técnicas moleculares dada su rapidez
y facilidad de uso. Sin embargo, esta aplicacion todavia esta en desarrollo y
faltan protocolos estandarizados y guias que ayuden a la interpretacion de los

resultados obtenidos?26°.

El analisis epidemiolégico mediante espectrometria de masas se puede llevar a
cabo de dos maneras distintas: usando librerias espectrales y/o por
aproximaciones informaticas. Empleando librerias se comparan los espectros
generados a partir de las muestras analizadas con espectros de referencia
construidos en base a aislamientos cuya identidad esta bien caracterizada por
métodos fenotipicos y/o genotipicos. Las aproximaciones bioinformaticas se

fundamentan en la identificacién de picos de proteinas caracteristicos
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(biomarcadores) dentro de un espectro y la valoracion tanto de su
presencia/ausencia como de la deriva que pueden sufrir como resultado de

mutaciones o modificaciones postraduccionales?%4.

La falta de reproducibilidad es el mayor factor limitante que adolece el uso de
MALDI-TOF para el tipado. Por ello es fundamental que se mantengan siempre
las mismas condiciones de trabajo: medios de cultivo, tiempo de incubacion,

preparacion de la muestra, ...2%7: 265,

Los espectros que se generan deben procesarse y analizarse mediante
programas informaticos normalmente instalados de forma asociada a los
espectrometros de masas. Para comparar distintas cepas se pueden utilizar
varios métodos, pero el mas sencillo es el calculo del indice de determinacién
entre los espectros adquiridos (un coeficiente >0,9 indicaria una fuerte
correlacion). También se pueden construir dendogramas que muestren la

relacidn entre los aislamientos mediante niveles de distancia arbitraria26426¢,

Aplicando la espectrometria de masas MALDI-TOF para la tipificacion
bacteriana se ha podido, por ejemplo, identificar clones de alto riesgo de
Pseudomonas aeruginosa, como los secuenciotipos ST111, ST235, ST253,
ST395 y ST175%67268 asociar aislados de Clostridioides difficile con su
correspondiente ribotipo?%4, realizar el tipado de Listeria spp?%° y hacer estudio

de brotes?’9,

A pesar de que la informacién que se obtiene con MALDI-TOF no es
comparable, al menos de momento, con la que proporcionan las técnicas
moleculares, la espectrometria de masas se vislumbra como una herramienta
epidemioldgica con un gran potencial que puede seguir desarrollandose y
estandarizandose con el fin de llegar a utilizarla de rutina en el tipado de

microorganismos.

3.2.3.- Otras aplicaciones

Ademas de su probada utilidad para la identificacion de microorganismos y su
empleo como método alternativo de tipado bacteriano, la espectrometria de

masas MALDI-TOF tiene otras aplicaciones entre las que cabe destacar: la
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deteccion de mecanismos de resistencia a los antibidticos, fundamentalmente
la deteccién de betalactamasas (tanto de espectro extendido como
carbapenemasas), la deteccién de marcadores de virulencia y la identificacién

de microorganismos a partir de muestra directa?’".
3.3.- Plataformas Comerciales

Los dos espectrometros de masas MALDI-TOF mdas empleados en los
laboratorios de Microbiologia Clinica son el VITEK®MS (bioMérieux, Francia) y
el MALDI Biotyper (Bruker Daltonik, Alemania). La FDA (Food and Drug
Administration) aprobé ambas plataformas en 201322, Cada compaiiia
construye, valida y se encarga del mantenimiento de las bases de datos de
microorganismos con las que cuenta cada equipo. Adicionalmente, los
usuarios también pueden registrar y guardar espectros, asi que tienen la
capacidad de ampliar sus bases de datos de forma personalizada. Los
porcentajes de identificacion que consiguen ambas plataformas son muy
similares y superiores al 85%2%’; aunque parece que VITEK®MS logra la
identificacién de un porcentaje mayor de microorganismos a nivel de especie
que MALDI Biotyper?73274 debido principalmente a su mejor caracterizacion de
los cocos gram positivos y las levaduras?’®. En la actualidad, el sistema
VITEK®MS tiene dos configuraciones: la CE-IVD (Conformité Européenne-In
Vitro Diagnostic) para la identificacion de rutina y la RUO (Research Use Only)
para investigacion. El software compara los espectros obtenidos a partir de las
cepas aisladas de las muestras clinicas con los que contiene la base de datos
de cada microorganismo o grupo de microorganismos, y asigna un nivel de
confianza a cada coincidencia. La probabilidad (0-100%) con la que una
identificacién es correcta se calcula en cuanto el espectro generado se
asemeja al espectro tipico de cada organismo. Un porcentaje de 99,9% indica
una unica posibilidad de identificacion; entre 60% y 99,9% un menor poder de
discriminacion y que hay mas de una posible identificacion significativa. Por
debajo de 60% se considera como no identificado?’2. La configuracion RUO
posee una base de datos abierta de espectros de referencia y “Super

Espectros”’, estos ultimos son conglomerados de espectros de al menos 15
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aislamientos que se han obtenido bajo diferentes condiciones y medios de
crecimiento, y se han identificado previamente por métodos fenotipicos o
genotipicos aceptados. Este mddulo permite ademas determinar la relacion de
los diferentes aislamientos y llevar a cabo una agrupacion jerarquica de los

mismos, representando los resultados en dendrogramas?/6277,

3.4.- MALDI-TOF y Salmonella spp

El laser de los espectrometros de masas desintegra facilmente la pared de los
bacilos gram negativos, de esta manera sus proteinas quedan liberadas
permitiendo que sean identificadas de una forma fiable. Salmonella spp
pertenece a este grupo de microorganismos, asi que cuando se analiza una
colonia pura se llega sin problemas a la identificacién de Salmonella enterica
spp enterica. Como ya se ha explicado anteriormente, la caracterizacion clasica
de esta bacteria requiere de su cultivo en diferentes medios selectivos y
diferenciales, pruebas bioquimicas y test seroldgicos para determinar el
serotipo, lo que conlleva un retraso diagndstico de 2 a 3 dias?’8. La introduccién
de la tecnologia MALDI-TOF en los laboratorios de Microbiologia ha hecho
posible confirmar la identificacion el mismo dia en el que se observan las
colonias sospechosas. De momento no disponemos de protocolos
estandarizados y sencillos que permitan a los laboratorios de Microbiologia
utilizar la espectrometria de masas de forma rutinaria para realizar el tipado de
Salmonella. Puede que una de las dificultades mas importantes con la que nos
encontramos es que, al parecer, la deteccion de combinaciones de proteinas no
ribosémicas especificas de serotipo mediante MALDI-TOF MS pasa por ampliar
el rango de masas detectables de 20.000 hasta 40.000 Daltons, y actualmente
las plataformas comerciales no permiten esta opcién?’°. Aunque se ha
intentado encontrar picos consenso en los espectros obtenidos que permitan
diferenciar entre distintos serotipos no se ha logrado obtener un procedimiento
que sea sencillo y reproducible?’8280, Quienes mas se aproximaron a este
objetivo fueron Dickmann y Malorny?®! que basandose en una combinacién de
picos de proteinas consiguieron disefar un algoritmo para la identificacion

rapida de cinco de los serotipos de Salmonella enterica subsp enterica mas
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frecuentemente aislados: Enteritidis, Typhimurium/1,4,[5],12:i:-, Virchow,
Infantis y Hadar. Por otro lado, parece que Salmonella Typhi si que presenta un
espectro especifico que permite diferenciarlo de otros serotipos?®?, pero aln

asi, se ha de seguir confirmando mediante técnicas convencionales.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1.- HIPOTESIS

1.-Los pacientes con gastroenteritis causada por Salmonella 1,4,[5]12:i:-
variante monofdsica de Salmonella Typhimurium, consumen productos
porcinos en los 15 dias previos al inicio de los sintomas en una proporcién
mayor que los pacientes con gastroenteritis causada por otros serotipos de

Salmonella enterica.

2.-El espectrometro de masas MALDI-TOF VITEK®MS (bioMérieux) puede
utilizarse para diferenciar los serotipos de Salmonella enterica subsp enterica
mas frecuentemente aislados en nuestro medio utilizando el algoritmo

disefiado por Dieckmann y Malorny?87,

2.- OBJETIVOS

1. Conocer la frecuencia y evolucion de los distintos serotipos de Salmonella
spp encontrados en el Departamento de Salud Castellon y su susceptibilidad a
los antimicrobianos. Determinar si existe relacion entre las variables
sociodemograficas, clinicas y microbioldgicas de los casos y realizar una
comparacion de estas variables entre dos periodos, el de antes y el de después

del inicio del confinamiento decretado a causa de la pandemia por SARS-CoV-2.

2. A partir de casos esporadicos de gastroenteritis diagnosticados en el
Departamento de Salud Castellén, verificar si el riesgo de sufrir infeccion por la
variante monofasica S. 1,4,[5],12:i:- aumenta con el consumo de productos

porcinos, y si existen otros factores de riesgo asociados con estas infecciones.

3. Diferenciar los serotipos de Salmonella enterica mas prevalentes en nuestro
medio mediante el espectrémetro de masas VITEK®MS (bioMérieux) utilizando

el método disefiado por Dieckmann y Malorny?81,
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METODOLOGIA
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1.- DISENO

1.- Estudio observacional descriptivo prospectivo de todos los casos con
aislamiento de Salmonella spp en coprocultivos realizados en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital General Universitario de Castellén durante el periodo
de estudio (16 de septiembre de 2018 a 15 de marzo de 2021).

2.- Estudio prospectivo caso-caso comparando la exposicién a productos
porcinos y otros supuestos factores de riesgo en dos grupos: se consideran
como casos 1 los pacientes en los que se haya aislado la variante monofasica
S. 1,4,[5],12:i:-, y como casos 2 los pacientes con cultivo positivo a cualquiera

de los restantes serotipos de Salmonella spp.

3.- Estudio experimental para comprobar si el empleo de la configuracion RUO
de VITEK®MS permite utilizar la combinacion de picos de proteinas disefiada
por Dieckmann y Malorny?®' para diferenciar los serotipos Enteritidis,
Typhimurium/1,4,[5],12:i:-, Virchow, Infantis y Hadar. Se emplearan las cepas de
la bacteria que se aislen en el periodo de estudio que se conservaran
congeladas a -80°C. Se comprobara si se obtienen los biomarcadores que

permiten identificar el serotipo.

2.-AMBITO DEL ESTUDIO

El estudio se realiz6 en el Servicio de Microbiologia del Hospital General
Universitario de Castelldon (Castellén de la Plana). Este Hospital presta atencion
a los ciudadanos del Departamento de Salud Castellén de la Conselleria de
Sanitat Universal i Salut Publica, y es el hospital de referencia de los
departamentos de Vinaroz y La Plana. Proporciona una atencion sanitaria
universal, integral y personalizada en régimen comunitario, de urgencia,
ambulatorio, hospitalario y domiciliario. Ademas, como Hospital Universitario,
esta comprometido con la docencia, formacion e investigacion.

Todas sus actividades se orientan a satisfacer las necesidades y expectativas

de la poblacion, cumpliendo la misidon de atender a pacientes y familiares
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respetando la confidencialidad y su autonomia, y con criterios de equidad,
maxima eficiencia y dispensando un trato profesional y humanizado.
El Servicio de Microbiologia realiza el diagndstico de las Enfermedades
Infecciosas tanto comunitarias como nosocomiales, ya sean sistémicas u
organo-especificas, de los pacientes del Departamento de Salud Castelldn.
También participa en la elaboracion de la Politica de Antibi6ticos del Hospital y
del Departamento y en la realizacion de Programas de Vigilancia y Prevencién
de las Infecciones Nosocomiales; lleva a cabo la docencia postgraduada en
Microbiologia de los M.I.R y F.I.R adscritos al Hospital para su formacion; y
promueve el desarrollo de lineas de investigacion en Microbiologia Clinica en
relacién con aquellas enfermedades infecciosas mds prevalentes en nuestro
Departamento de Salud.
Su equipo profesional esta compuesto por facultativos especialistas en
Microbiologia y Parasitologia, facultativos residentes y técnicos especialistas
de laboratorio. Los valores que guian a los miembros que componen este
Servicio estan orientados hacia:

e Laexcelencia en la asistencia sanitaria.

e La consideracion del ciudadano como centro del sistema.

e La continuidad asistencial como dimension esencial de la calidad.

e Lainnovacion.

e Lacooperacion entre los niveles asistenciales y el trabajo en equipo.

e La orientacién hacia la mejora continua de la calidad.

e Ladefensa del Sistema Sanitario Publico.
En el caso concreto de las infecciones gastrointestinales destaca la larga
tradicion de colaboracion entre los microbidlogos del Servicio y los médicos de
Salud Publica, fruto de la cual se lleva a cabo un adecuado control de las
toxiinfecciones alimentarias en nuestro Departamento y, ademas, se han
realizado varios estudios que se han plasmado en diversas publicaciones

cientificas36369.142197
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3.- POBLACION Y TAMANO MUESTRAL

3.1.-Estudio caso-caso

La poblacion la constituyeron los pacientes a los que se les detecté Salmonella
spp en un cultivo de sus heces en el Servicio de Microbiologia del Hospital

General Universitario de Castellon.

Criterios de exclusioén:

-Pacientes con cultivos positivos para Salmonella spp asociados a brotes

epidémicos.

-Pacientes con aislamiento de Salmonella spp en muestras distintas de heces.

-Aislamientos de Salmonella spp en coprocultivos solicitados para seguimiento

de pacientes ya diagnosticados sin cambio en el resultado.

Calculo del tamafho muestral:

Teniendo en cuenta el objetivo de comprobar si el riesgo de sufrir infeccion por
la variante monofasica S. 1,4,[5],12:i- aumenta con el consumo de productos
porcinos y para poder detectar diferencias significativas segun la exposicion a
dichos productos (ingesta al menos una vez por semana), a partir del estudio
caso-caso realizado por Arnedo et al® se estimé el siguiente tamafio de la
muestra en funcién de la potencia y error alpha (nivel de significacién). Se
utilizé el programa Stata® version 14 para el cdlculo de las estimaciones (Stata
Corporation. Stata Reference Manual. Release 14. College Station, StataCorp
2015).

En unas circunstancias similares, un tamafio que comprendiera 153 casos de la
variante monofasica de Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12:i- y 61 casos de
otros serotipos de Salmonella, tendria una potencia estadistica del 80% con un

nivel de significacion del 5% para detectar diferencias significativas (tabla 3).
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Tabla 3. Tamafio muestral para exposiciones a productos porcinos 41% y 62%

(diferencia 21%) con error Alpha 5% y diferentes potencias

Potencia Error % Exposicién = % Exposicion  Tamaifio (N1) Tamafo (N2) N Total
alpha Salmonella variante Salmonella variante (N1+N2)

otros serotipos monofdsica otros serotipos monofasica

75% 5% 41% 62% 54 135 189
80% 5% 41% 62% 61 153 214
85% 5% 41% 62% 70 175 245
90% 5% 41% 62% 82 205 207
95% 5% 41% 62% 101 253 354

3.2.-Estudio experimental

Una vez conocida la prevalencia de cada serotipo en la muestra del estudio, con
el programa de calculo online https://wnarifin.github.io/ssc/sssnsp.html, se
estimo con una precision del 10% que para una sensibilidad esperada del 95% y
una especifidad del 90% eran necesarias 61 cepas de S. Typhimurium/S.
1,4,[5],12:i- y 61 cepas de otros serotipos distintos; y 63 cepas de S. Enteritidis

y 63 cepas de otros serotipos diferentes de este.

Tabla 4. Tamafio muestral para Typhimurium/1,4,[5],12:i:-

Serotipificacion Totales

Espectrometria de masas Typhimurium/1,4,[5],12:i:- Otros serotipos
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- + 58 6 64
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- - 3 55 58
Totales 61 61 122
Tabla 5. Tamafo muestral para Enteritidis

Serotipificacion Totales
Espectrometria de masas Enteritidis Otros serotipos
Enteritidis+ 60 6 66
Enteritidis- 3 57 60
Totales 63 63 126
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4.- VARIABLES ESTUDIO DESCRIPTIVO y ESTUDIO
CASO-CASO

4.1.- Variables Primarias

Variables epidemioldgicas:

«Consumo de productos porcinos en los 15 dias previos (el periodo de
incubacién de S. 1,4,[5],12:i:- puede ser de dos semanas o mas'®’) al inicio de

sintomas/diagndéstico: si/no y cuantos dias/semana
-Curados-consumo crudo:
-Jamon Serrano
-Panceta-Bacon-Tocino
-Longaniza seca o de Pascua
-Fuet
-Salchichon-Salami-Chorizo
-Lomo embuchado-Morcén
-Sobrasada
-Cocidos-consumo sin cocinar:
-Jamon de York
-Mortadela
-Salchichas Frankfurt
-Paté de cerdo
-Fritos-cocinados:
-Longaniza

-Morcilla
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-Butifarra
-Costilla
-Lomo

«Consumo de huevos de gallina y sus productos los 15 dias previos al inicio de

sintomas/diagndstico: si/no y cuantos dias/semana
-Mayonesa
-Tortilla
-Huevo crudo

-Huevo frito

Variables microbioldgicas:

«Mes y afio de obtencion de la cepa
«Serotipo de la cepa

eResultado del estudio de sensibilidad

«Picos de proteinas de cada cepa generados con el espectrometro de masas
VITEK-MS.

4.2.- Variables Secundarias

Variables sociodemogréficas:

«Edad.

«Sexo.

eProcedencia: acceso a la atencién sanitaria.

eNacionalidad.

Variables clinicas:

«Manifestaciones clinicas causadas por la salmonelosis.

eHospitalizacién: si/no.
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eAntecedentes patoldgicos.

eAntecedentes de tratamiento antimicrobiano en los 15 dias previos al inicio de

sintomas/diagndstico: si/no.

Variables epidemioldgicas (otros factores de riesgo):

Antecedentes en los 15 dias previos al inicio de sintomas/diagndstico de:
«Contacto con pacientes con diarrea: si/no.

«Contacto con animales domésticos: si/no, detallar.

«Viajes: si/no, destino.

eJugar con la tierra/realizar trabajos de jardineria: si/no.

5.- OBTENCION Y RECOGIDA DE DATOS

5.1. Estudio observacional descriptivo y estudio caso-caso

Del Sistema Informatico del Laboratorio (GestLab) se recogieron datos
sociodemograficos (edad, sexo, procedencia ambulatoria u hospitalaria) y
microbioldgicos (serotipo de Salmonella; mes y afio de obtencion de la cepa;
resultado del estudio de sensibilidad frente ampicilina, amoxicilina-clavulanico,
ciprofloxacino, ceftriaxona y cotrimoxazol) de todos los casos con aislamiento

de Salmonella spp en heces, incluyendo solo la primera cepa de cada episodio.

Los medios de cultivo empleados para el aislamiento de Salmonella fueron:
agar MacConkey (MCK Agar, bioMérieux), agar SS (bioMérieux) y caldo selenito
(Selenite F, BD BBL™) como enriquecimiento. Los medios se incubaron en
estufa a 37°C en aerobiosis durante 18-24 horas. Pasado este tiempo, el caldo
selenito se resembro en agar SS, que a su vez se incubd a 37°C en aerobiosis
24 horas. Las colonias sospechosas aisladas fueron identificadas mediante
espectrometria de masas MALDITOF (VITEK®MS, bioMérieux). El estudio de
sensibilidad de las cepas de Salmonella se realiz6 mediante el sistema

automatizado VITEK-2 (bioMérieux).
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El reclutamiento de los pacientes para el estudio caso-caso se realiz6 a partir
del momento del aislamiento de las salmonelas en los coprocultivos. Se
contactd con ellos via telefénica tras conseguir su ndmero consultando el
Sistema de Informacién Poblacional (SIP) de la Conselleria de Sanitat Universal
i Salut Publica. Cuando el paciente era menor de edad se entrevisté a uno de
sus padres. Los participantes contestaron a un cuestionario (anexo ) en el que
se preguntaba acerca de las variables sociodemograficas, clinicas vy
epidemioldgicas. Todas las entrevistas fueron realizadas por la misma persona
(la autora de la investigacion) sin conocer el serotipo de Salmonella spp
aislado. El cuestionario se utilizé como cuaderno de recogida de datos. Se
anonimizoé a los pacientes asignando un numero a cada uno utilizando una hoja
de Excel (anexo Il). Con estos nimeros se rellenaron los cuadernos de recogida
de datos y otra hoja de Excel para el andlisis posterior de los mismos (anexo | y
[l), preservando en todo momento la confidencialidad de los pacientes. Los
casos se dividieron en dos grupos: caso 1, pacientes con aislamiento de S.
1,4,[5],12:i;, y caso 2, pacientes con aislamiento de cualquiera de los restantes
serotipos de Salmonella spp. El estudio iba a tener una duracién desde el 15 de
septiembre de 2018 hasta la fecha en la que se hubiera alcanzado el tamano
muestral calculado, pero la pandemia por el virus SARS-CoV-2 provoco que se
modificara la planificacién. El 14 de marzo de 2020 se declar6 en Espaia el
estado de alarma con lo que la atenciéon médica (incluida la microbiolégica)
quedo relegada a la COVID-19 y a las enfermedades graves urgentes. El numero
de casos de salmonelosis diagnosticados cay6 drasticamente y se decidio

prolongar el estudio hasta el 14 de marzo de 2021.
5.2.-Estudio experimental

Todas las salmonelas identificadas en nuestro laboratorio son remitidas al
laboratorio de referencia de Salmonella del Centro Nacional de Microbiologia
del Instituto de Salud Carlos Il para su serotipificacion completa de acuerdo
con el esquema de White-Kauffmann-Le Minor (gold standard), por lo que se

dispuso del serotipo de todos los aislamientos.
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Las cepas (la primera aislada de cada caso durante el periodo de estudio) se
conservaron congeladas a -80°C en viales criogénicos de polipropileno con
crioperlas tratadas con preservantes (BIOFIL) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Se identificaron con el nimero de la muestra de la que provenian.

Los datos de los picos de los perfiles protedmicos fueron obtenidos usando
VITEK® MS version RUO y para su analisis se emple6 RUO SARAMIS®. Una vez
finalizado el periodo de recogida y conservacion de las cepas, con la ayuda de
un asa, se extrajo una crioperla de cada vial, y se depositdé en una placa de
medio solido SS que se incubd a 37°C durante 18-24 horas. Pasado este
tiempo, si crecia un cultivo puro de colonias con las caracteristicas
morfolégicas propias de Salmonella, ésta se resembraba en otra placa de
medio sélido de Muller-Hinton sin sangre (Muller-Hinton Il Agar, BD BBL™) que
se incubaba en estufa a 37°C otras 18-24 horas. Posteriormente, mediante el
sistema VITEK® PICKME™, se tomd de las placas la cantidad de colonia
adecuada para depositarla correctamente en el pocillo correspondiente de la
placa metalica del sistema VITEK® MS, inmediatamente después se afiadio 1
ul de la matriz de acido a-ciano-4-hydroxi-cinamico (bioMérieux) a cada pocillo
y se dejaron secar a temperatura ambiente. La espectrometria de masas se
realizé en un espectrometro VITEK® MS. El sistema de deteccion se configurd
en un rango de masas de 2.000-20.000 Daltons, con una frecuencia de 100
disparos por muestra. Los espectros generados se importaron a la base de
datos para su estudio s6lo si por lo menos una de las dos muestras tenia una
puntuacidon >95% para Salmonella enterica spp enterica. Para comprobar si el
algoritmo de identificacion basado en biomarcadores especificos de
Dieckmann y Malorny?®? de los serotipos Enteritidis, Typhimurium/variante
monofasica, Virchow, Hadar e Infantis podria reproducirse en nuestro entorno,
se compararon la presencia/ausencia de los picos biomarcadores
discriminatorios (tabla 6) en los espectros obtenidos de nuestras cepas de

Salmonella con los resultados de la serotipificacion tradicional.
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Tabla 6. Biomarcadores propuestos por Dieckmann y Malorny2®'

Biomarcadores

Serotipos presencia ausencia

principal complementarios

Enteritidis 6.036 - 6.009
Typhimurium/monofasica 7.097 8.686,10.067,22.949 7.111

Infantis 18.635  6.512,8.699,9.374 18.644, 18.655
Hadar 10.927  8.418,8.699,9.404 10.957
Virchow 7.097 8.699,10.048.22.979 7.111

6.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se realiz6 un analisis general descriptivo de todos los casos de gastroenteritis
debidos a Salmonella spp diagnosticados durante el periodo de estudio, y otro

de todos los pacientes que se incluyeron en el estudio caso-caso.

La comparacién entre los casos de Salmonella spp ocurridos antes y después
del inicio del confinamiento decretado a causa de la pandemia por SARS-CoV-2
se llevé a cabo mediante las pruebas estadisticas Chi-cuadrado y exacta de
Fisher para las variables cualitativas, y la prueba de Kruskal-Wallis para las

variables cuantitativas

La tendencia estacional de las infecciones y su significacion se estudiaron
mediante la prueba de tendencia Z, el coeficiente de correlacién de Spearman y

la regresion lineal multivariante para ajustar por edad y sexo.

Para realizar el analisis estadistico del estudio caso-caso se compararon los
pacientes caso 1y los caso 2, utilizando también las pruebas estadisticas Chi-
cuadrado y exacta de Fisher para las variables cualitativas, y la prueba de
Kruskal-Wallis para las variables cuantitativas. Se empled regresién logistica
para estimar odds ratios (OR) como medida de asociacién entre potenciales
factores de riesgo y las infecciones por Salmonella spp con un 95% de intervalo

de confianza (IC). Se realizaron modelos de regresion logistica multivariante
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para analizar las asociaciones con potenciales factores de riesgo y se utilizé la
metodologia Direct Acyclic Graphics (programa: DAGitty version 3.0 Johannes

Textor, Nijmegen, The Netherlands).

Se determiné la sensibilidad y especificidad del método de identificacion de
serotipos basado en la obtencion de biomarcadores especificos mediante
espectrometria de masas, con respecto a la serotipificaciéon clasica (gold-
standard), y se empled la prueba estadistica exacta de Fisher para comparar

los resultados.

Se consideré como nivel de significacion p=0.05 (significativo p<0.05; no
significativo p>0.05). Todos los célculos se llevaron a cabo con el programa

Stata ® version 14.

7.- CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo de investigacién fue aprobado por el Comité de Etica de la
Investigacion del Hospital General Universitario de Castellén y la autorizacién

de la responsable del Servicio de Microbiologia del Hospital (anexo IV y V).

Se solicité permiso a todos los pacientes adultos o a la madre/padre de los
pacientes menores de edad para llevar a cabo la entrevista telefénica. Se les
explicé el propdsito del estudio y el motivo de ser elegidos para formar parte de
este, que su participacién era voluntaria y que tenian la opcién de abandonarlo
en el momento que quisieran. Se les pidié autorizacion para consultar su
historia clinica en caso de ser necesario. Si el paciente daba su consentimiento
oral (anexo VI) y accedia a realizar la encuesta telefénica, posteriormente
recibia la Hoja de Informacidn al Paciente (anexo VII) via correo electrénico y
daba su consentimiento por escrito respondiendo a un formulario de Google
Drive creado para tal fin cuyo acceso (https://drive.google.com/open?id=
1bEcNQiOs2DYY-syPIhn4VHBHYzYS1jOfleiK3vtAH3w) se remitia en el mismo
correo. También se disponia de un modelo de consentimiento por escrito

(anexo VIII) en caso de requerirlo.
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El acceso a la informacién personal de los pacientes queda restringido a la
investigadora, autoridades sanitarias (AEMPS, inspectora de Buenas Practicas
Clinicas) y al Comité de la Etica de la Investigacién, cuando lo precisen para
comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo

la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

La investigadora se compromete al cumplimiento de la Ley Organica 15/1999,
de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal y al Real
Decreto que la desarrolla (RD 1720/2007).
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RESULTADOS

89



1.- ESTUDIO OBSERVACIONAL DESCRIPTIVO
PROSPECTIVO

1.1.-Estudio general descriptivo

Durante el periodo de estudio, se aislaron un total 313 cepas de Salmonella spp.
Tras descartar las que provenian de muestras distintas de heces (10) y las de
los pacientes con aislamientos repetidos derivados de cultivos realizados de
control tras una salmonelosis (41), quedaron 272 cepas correspondientes a

otros tantos pacientes.

Del total, el 53,7% fueron hombres y el 46,3% mujeres. La edad media fue de
21,8 afios con un rango entre 0 y 95 afos; y por sexos, la de los hombres fue
19,6 y la de las mujeres 24,4 anos. Los grupos de edad en los que se
acumularon mas casos fueron: el de los menores de 5 afios (32%), el de 5 a9
afnos (20,2%) y el de =65 afios (10,7%) (tabla 7). El 50% de los pacientes tenia

menos de 10 anos.

Tabla 7. Distribucion de los pacientes por grupos de edad (n/%)

0-4 87 32
5-9 95 20,2
10-14 20 7,4
15-19 18 6,6
20-24 8 2,9
25-29 4 1,5
30-34 9 3,3
35-39 7 2,6
40-44 7 2,6
45-49 8 2,9
50-54 6 2,2
55-59 8 2,9
60-64 6 2,2
>=65 29 10,7
Total 272 100,00
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En cuanto al acceso a la atencion sanitaria, en el 51,1% de los casos se hizo via
ambulatoria y en el 48,9% a través del servicio de urgencias del hospital, aunque

solo el 14,3% del total (39/272) precisé ingreso hospitalario.

De los enfermos no hospitalizados, el 51,1% (119/233) fueron hombres y el
48,9% (114/233) mujeres, mientras que en los ingresados estos porcentajes
representaron el 69,2% (27/39) y el 30,8% (12/39), respectivamente. La edad
media de los pacientes atendidos ambulatoriamente fue de 18,1 afios y la de
los que necesitaron hospitalizacion de 43,8 afios. El grupo de edad con mayor
numero de ingresos fue el de 55-59 afios con un 62,5%, seguido del de =65 afos
con un 48,3% (tabla 8).

Tabla 8. Distribucion de los pacientes hospitalizados por grupos de edad (n/%)

0-4 5 87 57
5-9 4 55 7,3
10-14 2 20 10
15-19 2 18 11,1
20-24 0 8 0
25-29 2 4 50
30-34 3 9 33,3
35-39 0 7 0
40-44 1 7 14,3
45-49 1 8 12,5
50-54 0 6 0
55-59 5 8 62,5
60-64 0 6 0
>=65 14 29 48,3
Total 39 272 14,3

El andlisis estadistico mostré6 que los hombres (OR=3,14 95% IC 1,39-7,10),
p=0,006, y los pacientes de mayor edad (OR=1,039 95% IC 1,02-1,05), p=0,000,

presentaron mas riesgo de ser hospitalizados.

Los meses con mayor numero de aislamientos de Salmonella spp se
correspondieron con los mas calurosos del afio: junio (14%), julio (9,9%), agosto

(9,9%), septiembre (14.7%) y octubre (12,5%). Como se aprecia en la figura 4, en
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el afio 2019 hubo un pico de casos en abril, y en el afio 2020 s6lo hubo un
pequefio aumento de casos entre mayo y junio, periodo en el que se aislaron el
43,4% de las cepas de todo el afnio. Comparando el total de casos por meses, en
el periodo 2019-2020, los dos afios completos del estudio, se observé que entre
finales de primavera y principios de otoino habia significativamente mas casos

que el resto del afio (prueba de Chi-Cuadrado p=0,011).

Figura 4. Tendencia de los casos de salmonelosis a lo largo
del periodo de estudio
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A lo largo del tiempo se aprecié una tendencia hacia la disminucion de
episodios de salmonelosis, pero sin alcanzar significacion (prueba de tendencia
Z=-1,41 p=0,157). En cambio, en la comparacién de casos por afio
considerando solo el periodo septiembre-diciembre, con el fin de poder
comparar tres afos (2018-2020), si que se encontraron diferencias
significativas (prueba de Fisher p=0,000) de manera que los casos del afio 2020
representaron solo 8,8% del total de los que se incluyeron en la comparacion
(tabla 9). Asi mismo, no hay diferencia significativa en la comparacién de casos

por afio si estudiamos el periodo enero-marzo (2019-2021) (p=0,195) (tabla 10).

92



Tabla 9. Comparacion de los casos de salmonelosis en el periodo de septiembre a
diciembre (afios 2018-2020)

Septiembre-Diciembre
2018 n (%) 2019n (%) 2020n (%) Totalesn (%)
Casos observados 50 (49) 43 (42,2) 9(8,8) 102 (100)
Casos esperados  34(33,3) 34(33,3) 34(33)3) 102 (100)

Tabla 10. Comparacion de los casos de salmonelosis en el periodo de enero-a marzo
(ahos 2019-2021)

Enero-Marzo
2019 n (%) 2020 n (%) 2021 n (%) Totalesn (%)
Casos observados 18(46,2) 15(38,5) 6 (15,4) 39 (100)
Casos esperados  13(33,3) 13(33,3) 13(33,3) 39 (100)

Con respecto a los serotipos, se identificaron 33 diferentes, siendo los mas
frecuentes: 1,4,[5),12:i:- (43%), Enteritidis (29%), Montevideo (7,4%) vy
Typhimurium (3,7%). El 59,8% de las cepas del serotipo 1,4,(5),12:i:- presentaron
la formula antigénica 4,512:i:- y el 40,2% 4,12::-. Aunque el serotipo
predominante y el mas frecuente tanto en 2018 como en 2019 fue el
monofasico, en el afo 2020 fue reemplazado por Enteritidis. La proporciéon de
S. Enteritidis fue en aumento del primer al dltimo afio de estudio, sin embargo la
del serotipo 1,4,[5],12:i:- se mantuvo al mismo nivel en 2018-2019 pero
disminuyé practicamente a la mitad en 2020 (tabla 11). Tanto en 2018 como en
2020 los tres serotipos mas prevalentes fueron Enteritidis, serotipo 1,4,[5],12:i:-
y Typhimurium, aunque en diferente orden de frecuencia cada afio; en 2019
Montevideo ocup6 el tercer lugar en frecuencia en lugar de Typhimurium.
Mediante la prueba de correlacién de Spearman se comprob6 que la tendencia
con los anos al incremento de casos de Enteritidis y el descenso de casos de
1,4,[5],12:i:- fue significativa (tabla 12); sin embargo, Montevideo y Typhimurim
no presentaron tendencias significativas. Tras el ajuste por edad y sexo

mediante regresion lineal multivariante se mantuvo la significaciéon del
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aumento del serotipo Enteritidis, pero no el descenso del 1,4,[5],12::-;

Montevideo y Typhimurium no experimentaron cambios.

Tabla 11. Distribucién de todos los serotipos por afio de estudio

2018 2019 2020 2021 Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Agbeni 1(0,7) 1(0,4)
Albany 1(2) 1(0,4)
Ank 1(2) 1(04)
Blukwa 1(0,7) 1(0,4)
Bovismorbificans 3(4,8) 3(1,1)
Braenderup 1(0,7) 1(0,4)
Brandenburg 2 (4) 1(0,7) 3(1,1)
Bredeney 1(1,6) 1(0,4)
Chester 2(4) 1(0,7) 3(1,1)
Coeln 1(0,7) 1(0,4)
Cotham 1(0,7) 1(0,4)
Derby 1(0,7) 1(0,4)
Diarizonae 1(0,7) 1(1,6) 2(0,7)
Salmonella enterica subsp salamae Il 1(2) 1(0,4)
Enteritidis 9(18)  39(255) 28(444) 3(50)  79(29)
Goldcoast 1(0,7) 1(1,6) 2(0,7)
Hadar 1(2) 1(0,4)
Houston 1(1,6) 1(0,4)
Infantis 3(2) 3(1,1)
Kapemba 1(1,6) 1(0,4)
Mikawasima 3(2) 1(1,6) 4(1,5)
Montevideo 4(8) 14 (9,2) 2(3,2) 20 (7,4)
Muenchen 1(0,7) 1(0,4)
Napoli 1(2) 1(0,4)
Newport 1(1,6) 1(0,4)
Poona 2(1,3) 2(0,7)
Rissen 1(2) 1(0,7) 1(1,6) 3(1,1)
Saintpaul 2(1,3) 2(0,7)
Salamae 1(1,6) 1(0,4)
Spartel 1(0,7) 1(0,4)
Stanley 1(1,6) 1(0,4)
Typhimurium 5(10) 1(0,7) 4 (6,4) 10 (3,7)
1,45],12:i:- 22(44) 76(497) 16(254) 3(50) 117 (43)
Total 50 (100) 153 (100) 63 (100) 6 (100) 272 (100)

Tabla 12. Tendencia de los serotipos durante los afios 2018-2021

Serotipos Coeficiente pvalor Coeficiente Intervalo p valor
Spearman Regresion Confianza 95%
1,4[5],12:i:- -0,130 0,032 -0,07 -0,15-0,01 0,091
Enteritidis 0,202 0,001 0,13 0,05-0,21 0,001
Montevideo -0,078 0,203 -0,03 -0,07 -0,01 0,188
Typhimurium -0.050 0,431 -0,02 -0,05-0,02 0,338
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La comparacion de la distribucion de los cuatro serotipos mas frecuentes por
edad y sexo mediante la prueba de Kruskal-Wallis (tablas 13 y 14) fue
estadisticamente significativa sélo para 1,4,[5],12:i:- y la edad (p=0,0001), es
decir, la menor edad se asocid significativamente con padecer una

salmonelosis causada por este serotipo.

Tabla 13. Comparacion de los serotipos mas frecuentes por edad (n=272)

Serotipo Media edad (afos) Mediana edad (afos) Kruskal-Wallis p

1,4,[5],12:i:- (n=117) 16,32 + 22,86 6 (rango 0,5-95) X?=14,62 p=0,0001
Resto serotipos (n=155) 25,93 + 25,96

Enteritidis (n=79) 19,82 + 22,31 10 (rango 0,17-88) X?=0,157 p=0,692
Resto serotipos (n=193) 22,61 + 26,15

Montevideo (n=20) 19,16 £ 13,34 17 (rango 0,33-50) X2=1,178 p=0,277
Resto serotipos (n=252) 22,01 + 25,80

Typhimurium (n=10) 27,88 + 29,84 17,6 (rango 0,75-73) X2=0,055 p=0,814
Resto serotipos (n=262) 21,56 + 24,92

Tabla 14. Comparacion de los serotipos mas frecuentes por sexo (n=272)

Serotipo Hombres Mujeres Prueba de Fisher p

1,4,[5],12:i:- (n=117) 65 52

Resto serotipos (n=155) 81 74 p=0,624
Total 146 126

Enteritidis (n=79) 41 38

Resto serotipos (n=193) 105 88 p=0,789
Total 146 126

Montevideo (n=20) 13 7

Resto serotipos (n=252) 133 119 p=0,355
Total 146 126

Typhimurium (n=10) 5 5

Resto serotipos (n=262) 141 121 p=1,000
Total 146 126
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Numero de casos

Tanto en los pacientes ambulatorios como en los hospitalizados los tres
serotipos mas frecuentemente aislados fueron el 1,4,[5],12:i:-, Enteritidis y

Montevideo. No se apreciaron asociaciones estadisticas entre los distintos

serotipos y los ingresos hospitalarios.

La tendencia de los casos de salmonelosis causados por S. 1,4,[5],12:i- y S.
Enteritidis por separado se observa en la figura 5. Para comprobar si hubo
tendencia estacional significativa en la aparicion de infecciones debidas a
estos dos serotipos se estudiaron los dos afios completos incluidos en el
estudio (2019 y 2020) distribuyendo los casos en periodos trimestrales (tabla
15). Asi, los trimestres abril-junio y julio-septiembre aglutinaron el 69,4% de los
aislamientos, frente al 17,6% en enero-marzo y 13,06% en octubre-diciembre
(p=0,000). Por separado, para 14,[5],12:i- no se apreciaron variaciones

significativas que, por el contrario, si se observaron para Enteritidis (p=0.014),

con mas casos en primavera y verano.

Figura 5. Tendencia estacional de los casos de Enteritidis y del serotipo

1,4,[5],12:i:-

18

16

14

12

10

g N

6

4 \/ /_\

’ \_/ 0 /\/

O w
2999222299323 3399833R888888888 5
SRR EFREE RS SRR RN EEE S EN SRR

mes/afio

mmm Ccasos S. Enteritidis == casos S. 1,4,[5],12:i:-

96

mar-21



Tabla 15. Distribucion de los casos de 1,4,[5],12:i:- y Enteritidis por trimestres (2019-
2020)

Enero- Abril- Julio- Octubre- P valor
Marzo Junio Septiembre Diciembre
Totales 39 77 77 29 0,000
1,4,[5],12:i:- 20 29 32 14 0,207
Enteritidis 10 30 23 7 0,014

Con respecto al estudio de sensibilidad de las cepas, los porcentajes de
susceptibilidad global encontrados frente a cada antimicrobiano fueron:
ampicilina (AMP), 52,2%; amoxicilina/acido clavuldnico (AMC), 65,1%;
ciprofloxacino (CIP) 97,4%; cotrimoxazol (SXT), 91,2%; cefotaxima (CTX), 99,3%;
e imipenem (IPM) 100% (tabla 16).

Tabla 16. Porcentajes de susceptibilidad por antimicrobiano/afo y global (n/%)

Antibidtico 2018 2019 2021 Global

n (%) n (%) n (%) n (%)
Ampicilina 20 (40) 76 (50) 43 (67,2) 3 (50) 142 (52,2)
Amoxicilina-clavulanico 46 (92) 84 (55,3) 44 (68,8) 3 (50) 177 (65,1)
Ciprofloxacino 50 (50) 149 (98) 60(938)  6(100)  265(97,4)
Cotrimoxazol 43 (86) 138 (90,8) 61 (95,3) 6 (100) 248 (91,2)
Cefotaxima 50 (100)  151(99,3)  63(984)  6(100) 270 (99,3)
Imipenem 50 (100) = 152 (100) 64 (100) 6 (100) 272 (100)
Total cepas 50 152 64 6 272

Los porcentajes de resistencia fueron respectivamente: AMP, 47,8%; AMC,
34,9%; CIP 2,6%; SXT, 8,8%; CTX, 0,7%; e IPM 0%.

Presentaron resistencia a uno o mas de los antimicrobianos estudiados el
89,7% de las cepas de S. 1,4,[5],12:i:-, el 7,6% de S. Enteritidis, el 10% de S.
Montevideo y 70% de S. Typhimurium. El perfil mas frecuente de las cepas del
serotipo 1,4,[5],12:i:- fue ser resistente a AMP y AMC y sensible a CIP, SXT, CTX
e IPM (tabla 17). Los aislamientos de S. Enteritidis y S. Montevideo fueron
mayoritariamente sensibles a todos los antimicrobianos (tablas 18 y 19). Y en
cuanto a S. Typhimurium, el 30% de las cepas presentaron el perfil

predominante en la variante monofasica. (Tabla 20).
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Tabla 17. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo 1,4,[5],12:i:-

<
=
T

AMP AMC CIP SXT CTX IPM Total n (%)

12 (10,3)
19 (8,8)
66 (56,4)
7 (6)
11 (9,4)
1(0,9)
1(0,9)
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Tabla 18. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo Enteritidis

|AMP AMC CIP SXT CTX IPM Totaln (%)

S S S S S S 73(924)
R S s S s s 2 (2,5)
R R S S s s 3(3.8)
S S R S s s 1(1,3)

Tabla 19. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo Montevideo

AMP AMC CIP SXT CTX IPM Totaln (%)
S

S S S S S 18 (90)
R R S S S s 1(5)
S R S S s s 1(5)

Tabla 20. Perfiles de Resistencia de las cepas del serotipo Typhimurium

AMP AMC CIP SXT CTX IPM Totaln (%)
S S S s s 3 (30)
S s S s s 3 (30)
R S S s s 3 (30)
R R S S S 1(10)

T X0 X0 W;m

De todas las cepas de Salmonella spp aisladas sélo hubo dos con resistencia a
cefotaxima, ambas del serotipo 1,4,[5],12:i:-; y siete cepas con resistencia a
ciprofloxacino: dos Infantis, una 1,4,[5],12:i:-, una Goldcoast, una Kapemba, una

Enteritidis y una Typhimurium. No se estudi6 el mecanismo subyacente.
1.2.- Comparacion de los periodos pre y post pandemia

Se realiz6 una comparacioén de las variables edad, sexo y hospitalizacion de los
pacientes, serotipos y sensibilidad a los antimicrobianos de las cepas entre el

periodo comprendido desde el 16 de septiembre de 2018 hasta el 13 de marzo
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de 2020 (pre-confinamiento) con el abarcado entre el 14 de marzo de 2020
(fecha del inicio del confinamiento decretado a causa de la pandemia de

COVID-19) y el 14 de marzo de 2021 (periodo post-confinamiento).

De los 272 casos totales, 215 tuvieron lugar en la primera etapa, 0,42 casos por
dia (215/514 dias), y 57 en la segunda, 0,16 casos por dia (57/365 dias).

La edad media de los pacientes diagnosticados antes del inicio del
confinamiento fue de 19,9 afos, y después de 29 anos. En cuanto al sexo, en el
primer periodo el 51,6% de los enfermos fueron hombres y el 48,4% mujeres;
mientras que en el segundo estos porcentajes representaron el 61,4% y el 38,6%
respectivamente. Tanto mediante analisis univariante como multivariante de
regresion logistica se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre ambas etapas para la variable edad, pero no para el sexo. La mayor edad
se asoci6 significativamente con el periodo post-confinamiento (p=0,011), por
cada ano mas de vida de los enfermos habia un 1,4% mas de probabilidad de

que el caso ocurriera en este segundo periodo del estudio.

Previo al inicio del confinamiento la proporcion de enfermos que necesitaron
ingreso hospitalario fue del 12,1% (26/215), con una edad media de 37,9 afios;
en cambio en la etapa a partir del 14 de marzo de 2020 los hospitalizados
representaron el 22,8% (13/57), con una edad media de 56,1 afos. El porcentaje
de hombres y mujeres hospitalizados en ambos periodos fue exactamente el
mismo: 69,2% y 30,8% respectivamente. El aumento de la proporcion de
hospitalizaciones y la mayor edad de estos pacientes en el segundo periodo

fueron significativos (p=0,04 y p=0,001, respectivamente).

Antes del 14 de marzo de 2020 se aislaron 26 serotipos de Salmonella spp
distintos, siendo los mas frecuentes 1,4,[5],12:i-- (48,8%), Enteritidis (23,3%),
Montevideo (8,8%) y Typhimurium (3,3%). En la etapa a partir de esa fecha sélo
se detectaron 15 serotipos distintos y los mas prevalentes fueron Enteritidis
(50,9%), 1,4,(5),12::- (21,17%), Typhimurium (5,3%) y Bovismorbificans (3,5%)
(tabla 21). La proporcién de casos debidos al serotipo 1,4,[5],12:i:- disminuyd

mas de la mitad en la segunda parte del estudio, por el contrario la proporcion
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de aislamientos de Enteritidis aumenté a mas del doble. Se comprobo que la
disminucion de casos debidos al 1,4,[5],12:i:- y el aumento de los ocasionados
por el serotipo Enteritidis entre los dos periodos fue estadisticamente
significativa mediante la prueba exacta de Fisher (p=0,000 para ambos), esta
significacion se mantuvo tras ajustar por edad y sexo mediante regresion

logistica (p=0,001 para el serotipo 1,4,[5],12:i:- y p=0,000 para Enteritidis).

Tabla 21. Distribucion de todos los serotipos en dos etapas: pre y post inicio del

confinamiento

Pre-confinamiento Post-confinamiento Total
n (%) n (%) n (%)
Agbeni 1(0,5) 1(0,4)
Albany 1(0,5) 1(0,4)
Ank 1(0,5) 1(0,4)
Blukwa 1(1,8)
Bovismorbificans 1(0,5) 2 (3,5) 3(1,1)
Braenderup 1(0,5) 1(0,4)
Brandenburg 3(1,4) 3(1,1)
Bredeney 1(1,8) 1(0,4)
Chester 3(1,4) 3(1,1)
Coeln 1(0,5) 1(0,4)
Cotham 1(0,5) 1(0,4)
Derby 1(0,5) 1(0,4)
Diarizonae 1(0,5) 1(1,8) 2 (0,4)
Salmonella enterica subsp salamae Il 1(0,5) 1(0,4)
Enteritidis 50 (23,3) 29 (50,9) 79 (29)
Goldcoast 1(0,5) 1(1,8) 2(0,7)
Hadar 1(0,5) 1(0,4)
Houston 1(1,8) 1(0,4)
Infantis 3(1,4) 3(1,1)
Kapemba 1(1,8) 1(0,4)
Mikawasima 3(1,4) 1(1,8) 1(0,4)
Montevideo 19 (8,8) 1(1,8) 20 (7,4)
Muenchen 1(0,5) 1(0,4)
Napoli 1(0,5) 1(0,4)
Newport 1(1,8) 1(0,4)
Poona 2(0,9) 2(0,7)
Rissen 3(1,4) 3(1,1)
Saintpaul 2(0,9) 2(0,7)
Salamae 1(1,8) 1(0,4)
Spartel 1(0,5) 1(0,4)
Stanley 1(1,8) 1(0,4)
Typhimurium 7 (3,3) 3(53) 10 (3,7)
1,4,(5),12:i:- 105 (48,8%) 12 (21,1) 117 (43)
Total 215 57 272 (100)
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Por ultimo, se comparé la sensibilidad frente a los antibidticos estudiados de
las cepas de Salmonella spp, encontrandose un aumento de la sensibilidad a
AMP y una disminucion de la sensibilidad a CIP entre ambos que fueron
estadisticamente significativos (p=0,000 y p=0,037, respectivamente) (tabla
22). No se encontraron diferencias significativas para el resto de los

antibioticos.

Tabla 22. Comparaciéon de los porcentajes de sensibilidad a los antimicrobianos

estudiados en dos etapas: pre y post inicio del confinamiento

Antimicrobianos Pre-confinamiento Post- confinamiento Prueba exacta
- de Fisher

n (%) n (%) P
Ampicilina 100 (46,5) 42 (73,7) 0,000
Amoxicilina-clavulanico 134 (62,3) 43 (75,4) 0,159
Ciprofloxacino 212 (98,6) 53(93) 0,037
Cotrimoxazol 193 (89,8) 55 (96,5) 0,185
Cefotaxima 214 (99,5) 56(98,2) 0,376
Imipenem 215 (100) 57 (100) -
Total cepas 215 57
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2. ESTUDIO PROSPECTIVO CASO-CASO

De los 272 casos de salmonelosis que tuvieron lugar durante el periodo de
estudio, se excluyeron 19 (7%) por estar relacionados con brotes alimentarios
causados todos por el serotipo Enteritidis. De 253 casos esporadicos que
quedaron, 143 (56,5%) fueron incluidos en el estudio caso-caso: 67 (46,9%)
originados por el serotipo 1,4,[5],12:i:- (grupo caso 1) y 76 (53,1%) por serotipos
distintos a este (grupo caso 2). Los motivos por los que no se realizé la
entrevista telefonica al resto de pacientes (110) fueron los siguientes: 2 (1,8%)
por defuncién del paciente, 5 (4,5%) por no poder entablar conversacién debido
a la barrera idiomatica, 9 (8,2%) declinaron participar, 11 (10%) no tenian
registrado su numero de teléfono en el SIP, en 14 (12,7%) el teléfono que
constaba era erréneo, 22 (20%) no respondieron al teléfono tras cuatro
llamadas realizadas en distintas franjas horarias, y 47 (42,7%) quedaron
excluidos por pasar un lapso de tiempo demasiado largo desde el diagndstico.
Las pérdidas de participacion no se encontraron asociadas con el serotipo de
Salmonella spp, no participaron el 42,7% de pacientes con S. 1,4,[5],12:i:- y el

44,1% con otros serotipos siendo esta diferencia no significativa (p=0.899).

El promedio de dias desde la recepcion de la muestra de heces en el Servicio de
Microbiologia hasta la realizacion de la entrevista fue de 122,9 con una
mediana de 98 y un rango entre 6 y 393 dias. En el periodo pre-confinamiento el
promedio fue de 72,4 dias (rango entre 6 y 164) y en el post-confinamiento de
284,8 (rango entre 121y 393).

2.1.- Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el

estudio caso-caso

De los 143 pacientes un 57,3% fueron hombres y un 42,7% mujeres. La edad
media del total fue de 19,3 afios con una mediana de 7 y un rango entre 0 y 89
anos; y por sexos, la de los hombres fue 17,4 y la de las mujeres 21,9 anos. El
grupo de edad que acumulé mas casos fue el de 0-4 afios con un 31,5%,
seguido del de 5-9 con un 28% (tabla 23). No hubo diferencia significativa en la

comparacion por edades entre hombres y mujeres (p=0,180).
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El 90,2% de los enfermos tenian nacionalidad espafiola, y el 9,8% eran
extranjeros. El pais de origen de estos ultimos fue: Rumania (11/14, 78,6%),
Francia (1/14, 7,1%), Venezuela (1/14,7,1%) y Pakistan (1/14,7,1%).

La manifestacion clinica mas frecuente fue la diarrea sin productos
patoldgicos, la presentaron el 79,7% de los pacientes; seguida de fiebre (56%),
dolor abdominal (25,9%), vémitos (23,8%), diarrea con productos patoldgicos

(13,3%) y malestar general (4,2%). Hubo un 4,2% de asintomaticos.

Necesitaron ingreso hospitalario el 18,2% de los pacientes. La edad media de
estos fue de 38,9 afos, mientras que la de los que fueron atendidos
ambulatoriamente fue de 14,9 afios. En la tabla 23 se muestra la distribucidon de
los ingresados por grupos de edad, siendo el de pacientes de 65 afios 0 mas el
de mayor numero de hospitalizados. El analisis estadistico mostré que la
hospitalizaciéon aumenta de forma significativa con la edad (p=0,000), pero no

se encontraron diferencias con el sexo de los pacientes (p=0,828).

Tabla 23. Distribucion de los pacientes por grupos de edad y hospitalizacion.

0-4 45 31,5 3 6,7
5-9 40 28 4 10

10-14 12 8,4 3 25

15-24 7 4,9 1 14,3
25-34 7 4,9 2 28,6
35-44 6 4,2 0 0

45-54 6 4,2 2 33,3
55-64 8 5,6 3 37,5
>=65 12 8,4 8 66,/
Total 143 100 26 18,2

El 28,7% de los pacientes encuestados refirid presentar alguna enfermedad de
base. Las dos patologias mas frecuentemente encontradas fueron la Diabetes
mellitus (5/143, 3,5%) y la epilepsia (5/143, 3,5%), y, por grupos, las
enfermedades del aparato digestivo (9/143, 6,3%) seguidas de las
enfermedades endocrinas (7/143, 49%) y de las enfermedades del sistema
nervioso (5/143, 3,5%) (tabla 24). La relaciéon estadistica entre sufrir una

enfermedad crénica y tener mds edad resulté significativa (p=0,000) y se
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mantuvo cuando se estudié diferenciando por sexos (p=0,000 tanto en

hombres como en mujeres).

En los 143 pacientes se identificaron un total de 25 serotipos distintos, en 67

(46,9%) de los mismos se aislé S. 1,4,[5],12:i:- (grupo caso 1) y en 76 (46,85%)

otros serotipos de Salmonella spp distintos de la variante monofdsica (grupo

caso 2). La distribucion de los 24 serotipos de este segundo grupo y el

porcentaje que representa cada uno puede observarse en la tabla 25. Los tres

mas frecuentes fueron: Enteritidis (35 casos), Montevideo (8) y Typhimurium

(5). El resto estuvieron representados con 1 o0 2 casos.

Tabla 24. Enfermedades cronicas de los pacientes del estudio caso-caso

‘ Enfermedad crénica
No
Si
Clasificacion:
Enfermedades del oido

Enfermedades Endocrinas

Enfermedades del Sistema Nervioso
Enfermedades del Aparato Circulatorio

Enfermedades del Aparato Respiratorio

Enfermedades del Aparato Digestivo

Enfermedades de la piel
Enfermedades del Aparato Genitourinario

Afecciones del Periodo Perinatal

Malformaciones congénitas y anomalias
cromosomicas

Pacientes n (%) ‘

102 (71,3)
41(287)
Hipoacusia severa 1(0,7)
bilateral
Diabetes mellitus 5(3,5)
Hipotiroidismo 2(1,4)
Epilepsia 5(3,5)
Infarto Agudo de 2(1,4)
Miocardio
Hipertension Arterial 2,1)

3(
Arritmia 1(
Alergia 2 (
Asma 3
By-pass gastrico 1(
Colitis Ulcerosa 1(
Colon irritable 1(
Dispepsia 3(21)
Hernia de hiato 3(
Pancreatitis crénica 1(
Vitiligo 1(
Transplantado renal 1(
Monorreno 1(
Gran Prematuro 2(
1(

Comunicacion
Intraventricular
Fenilcetonuria 1(0,7)
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Tabla 25. Serotipos distintos de 1,4,[5],12:i:- aislados en los pacientes del estudio

caso-caso

Otros serotipos n (%)

Agbeni 1(1,3)
Albany 1(1,3)
Blukwa 1(1,3)
Bovismorbificans 2 (2,6)
Braenderup 1(1,3)
Bredeney 1(1,3)
Chester 1(1,3)
Derby 1(1,3)
Diarizonae 2 (2,6)
Enteritidis 35 (46,1)
Goldcoast 2 (2,6)
Houston 1(1,3)
Infantis 2 (2,6)
Mikawasima 2 (2,6)
Montevideo 8 (10,5)
Muenchen 1(1,3)
Newport 1(1,3)
Poona 2 (2,6)
Rissen 2 (2,6)
Saintpaul 2 (2,6)
Stanley 1(1,3)
Typhimurium 5 (6,6)
Salmonella enterica subsp salamae |l 1(1,3)
Total 76 (100)

2.2.- Comparacion de las variables estudiadas entre el grupo caso

1(S. 1,4,[5],12:i:-) y el grupo caso 2 (resto de serotipos).

La edad media de los pacientes con infeccion por el serotipo 1,4,[5],12:i:- fue de
10,6 afios con un rango entre 0 y 69, mientras que la de los infectados por otros
serotipos fue de 26,9 afios con un rango entre 0 y 89; encontrandose diferencia

significativa por edades entre ambos grupos (p=0,000).

El rango mas afectado en el grupo caso 1 fue el de 0-4 afos (43,3%), seguido
por el de 5-9 afios (35,8%); s6lo el 20,9% de los pacientes tenia 10 afios 0 mas.
En el conjunto de infectados por otros serotipos, las franjas de edad con mas

casos fueron también la de 0-4 y la de 5-9, ambas con un 21,1%, pero mas de la
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mitad del total de pacientes (57,9%) contaban con 10 afios o mas (tabla 26).
Las diferencias encontradas en la distribucion por edad en ambos grupos

fueron significativas (p=0,002).

De los 82 hombres incluidos en el estudio, 47,6% tuvieron salmonelosis debida
al serotipo 1,4,[5],12:i:- y 52,4% a otros serotipos distintos; y en las 61 mujeres
estos porcentajes fueron 45,9% y 54,1%, respectivamente. No se encontraron

diferencias significativas por sexo (p=0,866).

En la tabla 26 se muestra la comparacion de las variables edad, sexo y
nacionalidad entre los pacientes de ambos grupos. El grupo caso 1 abarcé al
28,6% de los extranjeros (4/14), todos de nacionalidad rumana, y al 48,8% de
los espaiioles (63/129). El 71,4% de los extranjeros (10/14) se incluyé en el
grupo caso 2 y sus paises de origen fueron Francia (1), Pakistan (1), Rumania
(7) y Venezuela (1). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre

nativos y extranjeros (p=0,170).

Los meses con mas casos de salmonelosis por el serotipo monofasico fueron
junio y septiembre con un 17,9% cada uno, mientras que en noviembre y
diciembre no hubo ninguno. En cuanto a las infecciones por el resto de los
serotipos los meses que acumularon mas episodios fueron julio y septiembre
con un 14,5% cada uno, y los que menos febrero y noviembre con un 2,6% cada

uno (figura 6).

Las diferencias en la distribucidn por meses de los pacientes de ambos grupos
no tuvieron significacion estadistica (p=0,488). Sin embargo, al realizar la
comparacion de los casos de S.1,4,[5],12:i:- esperados en cada mes (5,6) con
los realmente observados, se comprob6 que en marzo (6), abril (6), junio (12),
julio (9), agosto (6), septiembre (12) y octubre (8) hubo mas casos de los
supuestos, y que esta diferencia fue significativa para los meses de junio y
septiembre (Chi cuadrado: 34,0 grados de libertad 11 p=0,000).
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Tabla 26. Caracteristicas de los pacientes con infeccion esporadica por S.

1,4,[5],12:i:- y por otros serotipos

Variables S. 1,4,(5),12:i:- Otros serotipos
caso 1 caso 2
n=67 n=76
n (%) n (%)
Media edad 10,6 26,9 0,0001
Mediana (rango) 6 (0-69) 12,5 (0-89)
Sexo 0,866
Hombre 39 (47,6) 43 (52,4)
Mujer 28 (45,9) 33 (54,1)
Grupos de edad 0,002
0-4 29 (43,3) 16 (21,1)
5-9 24 (35,8) 16 (21,1)
10-14 4(6) 8 (10,5)
15-24 1(1,5) 6 (7,9)
25-34 3(4,5) 4(5.3)
35-44 1(1,5) 5 (6,6)
45-54 2(3) 4(5.3)
55-64 1(1,5) 7(9.2)
>=65 2 (3) 10 (13,2)
Nacionalidad 0,170
Esparfioles 63 (48,8) 66 (51,2)
Extranjeros 4 (28,6) 10 (71,4)

Figura 6. Distribucion por meses de los grupos caso 1y caso 2
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El 3% de los casos debidos al serotipo monofasico y el 5,3% de los causados
por otros serotipos fueron asintomaticos (p=0,685). Las manifestaciones
clinicas de los pacientes de ambos grupos aparecen detalladas en la tabla 27,
no se encontraron diferencias significativas. Todos los pacientes evolucionaron

hacia la curacion.

Tabla 27. Comparacion por grupos de las manifestaciones clinicas de los pacientes.

Manifestaciones 1,4,[5],12:i:- Otros
Clinicas n=65 serotipos

n (%) n=72

n (%)

Diarrea sin p.p. 52 (80) 62 (86,1) 0,339 114 (83,2)
Diarrea con p.p. 12 (18,5) 7(9,7) 0,139 19 (13,9)
Dolor abdominal 19 (29,2) 18 (25) 0,578 37 (27)
Fiebre >=38°C 36 (55,4) 38 (52,8) 0,760 75 (54,7)
Malestar general 2(3,1) 4 (5,6) 0,479 6 (4,4)
Vomitos 15 (23,1) 19 (26,4) 0,654 34 (248)

p.p.=productos patoldgicos

El 23,1% de los pacientes con salmonelosis por la variante monofasica
presentaron diarrea sin productos patoldégicos como Unica manifestacion
clinica (tabla 28), mientras que lo mas frecuente en el grupo caso 2 fue la
combinacién de diarrea sin productos patolégicos y fiebre (22,2%). Todos los
casos debidos a serotipos distintos del 1,4,[5],12:i- con productos patolégicos
en las heces se presentaron sin otros sintomas/signos acompafiantes; en
cambio, s6lo un paciente del grupo caso 1 padecid esta manifestacion clinica
de forma aislada (p=0,041). La combinacién de diarrea con productos
patoldgicos y fiebre estuvo significativamente asociada a los pacientes con la
variante monofdasica (p=0,010). En el grupo caso 2 los serotipos de Salmonella
spp que causaron diarrea con sangre, moco o pus fueron los siguientes:

Enteritidis (3), Albany (1), Bovismorbificans (1), Montevideo (1) y Typhimurium
(1)

Al estudiar ambos grupos de pacientes en cuanto a si precisaron
hospitalizacién o no, se encontré que el 51,3% (60/117) de los casos que se
manejaron ambulatoriamente y el 26,9% (7/26) de los enfermos hospitalizados

estaban incluidos en el grupo del serotipo monofasico. Los ingresos
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hospitalarios en estos pacientes (caso 1) fueron significativamente mds bajos
que en los enfermos con infeccion por otros serotipos de salmonela (caso 2)
(p=0,030). No se encontré diferencia de hospitalizacién por sexo y grupo
(p=0,827).

Tabla 28. Distribucion de los pacientes de los dos grupos segun perfiles de

manifestaciones clinicas

Perfiles manifestaciones clinicas 1,4,[5],12:i:- Otros

n=65 n=72

n (%) n (%)
diarrea sin p.p. 15 (23,1) 11 (15,3) 0,245
diarrea con p.p. 1(1,5) 7 (9,1) 0,041
diarrea sin p.p.+dolor abdominal 7 (10,8) 6 (8,3) 0,627
diarrea con p.p.+dolor abdominal 2(3,1) 0 0,223
diarrea sin p.p.+dolor abdominal+fiebre 5(7,7) 7 (9,7) 0,675
diarrea con p.p.+dolor abdominal+fiebre 1(1,5) 0 0,474
diarrea+dolor abdominal+vomitos 0 1(1,4) 1,000
diarrea sin p.p.+dolor 2(3,1) 1(1,4) 0,604
abdominal+fiebre+vomitos
diarrea con p.p.+dolor 1(1,5) 0 0,474
abdominal+fiebre+vomitos
diarrea sin p.p.+fiebre 10 (15,4) 16 (22,2) 0,308
diarrea con p.p.+fiebre 6 (9,2) 0 0,010
Diarrea sin p.p.+fiebre+tmalestar general 1(1,5) 1(1,4) 1,000
diarrea sin p.p.+fiebre+vomitos 9(13,9) 12 (16,7) 0,813
diarrea con p.p.+fiebre+vémitos 1(1,5) 0 0,474
diarrea sin p.p. 0 1(1,4) 1,000
+fiebre+vémitos+malestar general
diarrea sin p.p.+malestar general 1(1,5) 2(2,8) 1,000
diarrea+vémitos 2 (3,1) 4 (5,6) 0,683
dolor abdominal 1(1,5) 3(4,2) 0,621

p.p.=productos patologicos

La tabla 29 muestra los pacientes con ingreso hospitalario de cada grupo por
franjas de edad y el porcentaje que estos representan respecto al total de
casos de cada franja. La hospitalizacion aumentd con la edad de forma
significativa tanto en el grupo de infecciones por S. 1,4,[5],12:i:- (p=0,000) como
en las causadas por otros serotipos (p=0,015). Por sexo, la media de edad de
los hombres, tanto ambulatorios como hospitalizados, del grupo caso 1 fue

mayor que la de las mujeres de este grupo (9 y 36,7 afos frente a 7 y 26 afios,
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respectivamente). En los pacientes del grupo caso 2 pasé al contrario, la edad
media de los hombres con/sin hospitalizacién fue menor (15,5 y 40,1 afios
frente a 25,7 y 60,2).

Tabla 29. Pacientes hospitalizados por grupo y franja de edad.

S. 1,4,[5],12:i:- Otros

Grupos edad 5 :

o n (%) serotipos
hospitalizados "

n (%)

0-4 0 3(18,8)
5-9 2 (8,3) 2 (12,5)
10-14 0 3 (37,5)
15-24 1 (100) 0
25-34 2 (66,7) 0
35-44 0 0
45-54 0 2 (50)
55-64 1 (100) 2 (28,6)
>=65 1 (50) 7 (70)
Total pacientes 7 (10,4%) 19 (25%)

Con respecto al padecimiento de patologias de base, el 48% de los pacientes
sin enfermedad croénica y el 43,9% de los que referian antecedentes patoldgicos
pertenecieron al grupo caso 1. No hubo diferencia significativa entre los dos
grupos en cuanto a la enfermedad crénica (p=0,413). La media de edad de los
pacientes del grupo caso 1 con alguna patologia de base fue de 21,2 (mediana:
8, rango:1-65), mientras que en el grupo caso 2 fue de 54,5 afios (mediana: 57,

rango:13-89). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,000).

Cuando se analizé la influencia que los antecedentes patoldgicos tuvieron en la
gravedad de la infeccién, se encontré que solo el 2% de los pacientes sin
enfermedad de base del grupo caso 1y el 7,8% de los del grupo caso 2 fueron
hospitalizados. Estos porcentajes aumentaron a 122% y 26,8%,

respectivamente, en los que tenian algun padecimiento crénico (tabla 30).
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Tabla 30. Caracteristicas de los pacientes de cada grupo segun tratamiento

ambulatorio u hospitalario.

Variables 1,4,[5],12:i:- Otros serotipos
Ambulatorios  Hospitalizados Ambulatorios Hospitalizados
n=60 n=7 n=57 n=19
n (%) n (%) n (%) n (%)
Media edad 8,2 30,6 20,1 46,8
Sexo:
H 36 (43,9) 3(3,7) 31(37,8) 12 (14,6)
M 24 (39,3) 4(6,6) 26 (42,6) 7(11,3)
Antecedentes patologicos:
No 47 (46,1) 2(2) 45 (44,1) 8(7,8)
Si 13(31,7) 5(12,2) 12(29,3) 11 (26,8)
Tipo de patologia:
Alergia 1 (50) 1 (50)
Arritmia 1(100)
Asma 3(100)
By-pass gdstrico 1(100)
Colitis ulcerosa 1(100)
Colonirritable 1(100)
Comunicacién 1(100)
intraventricular
Diabetes mellitus 1 (20) 1 (20) 3(60)
Dispepsia 1(33,3) 2(66,7)
Epilepsia 2 (40) 1 (20) 2 (40)
Fenilcetonuria 1(100)
Gran prematuro 2 (100)
Hernia hiato 2(66,7) 1(33,3)
Hipertensién Arterial 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3)
Hipoacusia severa 1(100)
bilateral
Hipotiroidismo 1 (50) 1(50)
Infarto Agudo de 1 (50) 1(50)
Miocardio
Monorreno 1 (100)
Pancreatitis crénica 1(100)
Transplantado renal 1(100)
Vitiligo 1(100)
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2.3.- Analisis univariante de los factores de riesgo de infeccion por
S. 1,4,[5],12:i:-

La tabla 31 muestra la comparacion entre los dos grupos de estudio, mediante
analisis univariante de regresion logistica, de los siguientes potenciales
factores de riesgo de salmonelosis: contacto con pacientes con diarrea, tener
una mascota o estar relacionado con animales, el uso reciente de antibioticos,
antecedentes de realizacidon de un viaje y jugar con tierra o realizar trabajos de

jardineria.

Tabla 31. Comparacion de factores de riesgo entre los casos de los dos grupos.

Variables S.1,4,(5),12:i:-  Otros serotipos OR (95% IC)
Contacto pacientes con diarrea 2,2 (0,62-8,80) 0,259
No 58 (45) 71 (55)
Si 9 (64,3) 5(35,7)
Animales domésticos 0,84 (0,12-5,20) = 0,868
No 34 (47,9) 37 (47,9)
Si 33 (45,8) 39 (54,2)
Tipo de animal:
caballos 0 2 (100)
cabras 0 1 (100)
cerdos 0 2 (100)
conejos 0 1 (100)
gallinas 2 (33,3) 4 (66,7)
gatos 9 (42,9) 12 (57,1) 0,84 (0,30-2,36) 0,815
ovejas 0 2 (100)
pajaros 4 (50) 4 (50)
peces 0 3(100)
perros 28 (52,8) 25 (47,2) 1,02 (0,49-2,13) 1,000
roedores 3 (60) 2 (40)
tortugas 5(83,3) 1(16,7)
Antibiéticos 15 dias antes 0,84 (0,12-5,20) 1,000
No 64 (47,1) 72 (52,9)
Si 3(42,9) 4(57,1)
Viajes 1,15 (0,29-4,53) 1,000
No 61 (46,6) 70 (53,4)
Si 6 (50) 6 (50)
Contacto con tierra 1,67 (0,67-4,24) = 0,291
(juegos/jardineria)
No 51 (44,3) 64 (55,7)
Si 16 (57,1) 12 (42,9)
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No se encontré asociacion significativa con ninguno de los factores, aunque el

contacto de los pacientes con otros casos de diarrea tuvo un OR elevado.

La tabla 32 detalla la comparacién mediante analisis univariante de regresién
logistica del consumo de alimentos procedentes del cerdo y huevo y sus
derivados entre los pacientes con salmonelosis causadas por la variante

monofasica y las originados por el resto de los serotipos.

Tabla 32. Comparacién del consumo de alimentos en los 15 dias previos entre los

casos de los dos grupos a estudio.

Variables S. 1,4,(5),12::- Otros OR95% IC

n=67 (%) serotipos
n=76 (%)

Consumo de productos
porcinos (1 vez/semana o

mas

Cura)dos crudos: 54 (54) 46 (46) 2,71 (1,20-6,32) 0,011
Jamon Serrano 31 (46,3) 36 (53,7) 0,96 (0,47-1,95) 1,000
Panceta 2 (40) 3 (60) 0,75 (0,06-6,76) 1,000
Longaniza seca 30 (76,9) 9(23,1) 6,03 (2,44-15,87) 0,000
Fuet 22 (64,7) 12(353) = 2,61(1,10-6,37) 0,019
Salchichdn 23 (57,5) 17 (42,5) 1,81(0,81-407) 0,136
Lomo embuchado 4 (57,1) 3(429) 1,54 (0,25-10,91) 0,706
Sobrasada 6 (60) 4 (40) 1,77 (0,40-890) 0,516

Cocidos crudos: 47 (51,7) 44 (48,3) 1,71 (0,81-3,64) 0,164
Jamén de York 43 (51,2) 41 (48,8) 1,53(0,74-317) 0,237
Mortadela/Catalana 47 (50) 47 (50) 2,2 (0,64-8,66) 0,187
Cabeza de jabali 0 0
Salchichas Frankfurt 13 (65) 7 (35) 2,37 (0,81-7,49) 0,094
Paté 6 (66,7) 3(333)  239(048-1531) 0,305

Fritos/cocidos: 42 (50,6) 41 (49,4) 1,43 (0,70-2,96) 0,313
Salchicha fresca/longaniza 36 (55,4) 29 (44,6) 1,88 (0,92-3,87) 0,067
Morcilla fresca 4 (80) 1 (20) 4,76 (0,45-237,54) = 0,186
Butifarra 3(60) 2 (40) 1,73 (0,19-21,29) 0,665
Costilla 9 (64,3) 5(35,7) 2,2 (0,62-880) 0,259
Lomo 5(83,3) 1(16,7) 1,28 (0,59-279) 0,584

Consumo de huevos de gallina
y derivados (1 vez/semana o

mas)

Mayonesa 2 (50) 2 (50) 1,14 (0,08-16,10) 1,000
Tortilla 55 (46,6) 63 (53,4) 0,94 (0,36-2,48) 1,000
Huevo crudo 0 8 (100) 0,09 (0-0,63) 0,007
Huevo frito 18 (41,9) 25 (58,1) 0,75 (0,34-1,64) 0,469
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Se comprobé que el consumo de alimentos porcinos curados crudos (se
sumaron: jamoén serrano, panceta, longaniza seca, fuet, salchichén, lomo
embuchado y sobrasada) se asoci¢ significativamente con la infeccion por S.
1,4,[5],12:i:- (OR=2,71, 95% IC 1,20-6,32), y dentro de estos productos en
concreto con la longaniza seca (OR=6,04, 95% 4,44-15,87) y el fuet (OR=2,61,
95% IC 0,81-4,07). El OR de la longaniza seca indicé que su consumo implica un
riesgo muy alto de adquirir salmonelosis debida a este serotipo. Aunque no se
observo asociacion estadisticamente significativa con el consumo del resto de
alimentos estudiados, el OR de la ingesta de mortadela, salchichas Frankfurt,
paté, morcilla fresca y costilla fue mayor de 2, lo que parece indicativo de cierto
riesgo. En el caso del huevo crudo, su consumo se asocio significativamente de
forma negativa con la infeccion por S. 1,4,[5],12:i:- (OR=0,09, 95% IC 0,00-0,63).

A partir de la informacion de consumo semanal obtenida de las encuestas, se
empled la prueba de tendencia Z con la que se comprob6é que, a mayor
frecuencia de ingesta de longaniza seca y fuet, los dos alimentos porcinos con
asociaciones significativas, mayor era la posibilidad de sufrir infeccién por la

variante monoféasica (longaniza seca: Z=4,32 p=0,000; fuet Z=3,08 p=0,002).

Con el fin de comprobar si la asociacion significativa con los dos productos
porcinos estaba relacionada con la edad, se realizé un analisis univariante
separando los pacientes en dos grupos, por un lado, los de entre 0 y 9 afos, y
por otro los de 10 afilos 0 mas. En el primer grupo aumenté la asociacion tanto
para el conjunto de alimentos curados-crudos (OR=3,79, 95% IC 1,42-10,03,
p=0,008) como para la longaniza seca (OR=10,04, 95% IC 2,72-37,02, p=0,001),
pero no para el fuet (OR=2.05 95% IC 0,71-590, p=0,185) que perdié la
significacion. En los mayores de 9 afios la significacion no se mantuvo para
ninguno de los dos (curados-crudos OR=1,90, 95% IC 0,46-7,85, p=0,377,
longaniza seca OR=1,72, 95% IC 0,37-8,06, p=0,487; fuet OR=3,51, 95% IC 0,88-
14,15, p=0,076)

Por ultimo, dado que el tamafio final de la muestra estudiada fue menor que el
estimado en un principio para poder obtener asociaciones con una potencia del

80% (muestra estudio: 143, muestra estimada: 214), se calculé la potencia
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estadistica real de las asociaciones significativas que se encontraron con los
alimentos porcinos. De esta manera para el conjunto de curados-crudos fue de

70,5%, para la longaniza seca de 99,36% y para el fuet de 66,6%.

2.4.- Analisis multivariante de los factores de riesgo de infeccion
por S. 1,4,[5],12:i:-

Se estudiaron las variables con significacion estadistica en el analisis
univariante. Se utilizé el programa DaGitty 3.0 para determinar los factores de
confusién a controlar mediante ajuste en el andlisis multivariante, cuyo

resultado se muestra en la figura 7.

Figura 7. Diagrama explicativo de la relacion causa-efecto entre el consumo de
alimentos (productos porcinos) y el efecto (infeccién por S. 1,4,[5],12:i:-), ajustado
por factores de confusion
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Tras ajustar por los factores de confusién edad, sexo, nacionalidad,
padecimiento de enfermedad crdnica, contacto con pacientes con diarrea,
relacion con animales, consumo de antibiéticos, viajes y contacto con tierra, se
mantuvo la asociacion estadistica entre el consumo de productos porcinos
curados-crudos (OR=3,65, 95% IC 1,56-8,53, p=0,003), el consumo de longaniza
seca (OR=7,87,95% IC 2,88-21,52, p=0,000).y el consumo de fuet (OR=2,65, 95%
IC 1,09-6,42, p=0,031) con padecer salmonelosis por S. 1,4,[5],12:i:- (tabla 33).

Tabla 33. Analisis multivariante de consumo de determinados productos porcinos
como factores de riesgo de infeccién por S. 1,4,[5],12:i:- (ajustado por edad, sexo,

enfermedad crénica, contacto con pacientes con diarrea, animales, consumo de
antibidticos, viajes y contacto con tierra)

Curados crudos: 3,65 (1,56-8,53) 0,003
Longaniza seca 7,87 (2,88-21,52) 0,000
Fuet 2,65 (1,09-6,42) 0,031
Salchichén 1,58 (0,70-3,58) = 0,269

Cocidos crudos: 1,63 (0,75-3,53) 0,217
Jamoén de York 1,49 (0,70-3,16) 0,301
Salchichas Frankfurt 1,72 (0,59-5,01) 0,317

Fritos/cocidos: 1,43 (0,70-2,96) 0,313
Salchicha fresca/longaniza 1,44 (0,68-3,07) 0,345
Morcilla fresca 542 (0,52-56,65) 0,158

3.- ESTUDIO EXPERIMENTAL

Se recogieron y conservaron criopreservadas a -80°C 271 cepas de Salmonella
enterica subsp enterica, de las cuales tres (una serotipo Hadar y dos 1,4,[5],12:i:)
no se recuperaron al cultivarse de nuevo en medio so6lido poder ser analizadas
mediante espectrometria de masas. El algoritmo de Dieckmann y Malorny que
posibilita distinguir los serotipos Enteritidis, Typhimurium/1,4,[5],12:i:-, Virchow,
Infantis y Hadar se realizd utilizando el espectrometro MALDI Biotyper de
Bruker. Para validar la aproximacion diagndstica de estos autores con nuestro

espectrometro de masas VITEK® MS de bioMérieux dispusimos de 123 cepas
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de S. Typhimurium/1,4,[5],12:i:-, 79 cepas de S. Enteritidis, 3 cepas de S. Infantis,
ninguna cepa de S. Virchow y S. Hadar, y 63 cepas de otros serotipos (ver tabla
11).

En primer lugar, analizamos los espectros generados a partir de las cepas de
Enteritidis, Typhimurium/1,4,[5],12:i:- e Infantis mediante RUO SARAMIS®
buscando la presencia/ausencia de los picos biomarcadores discriminatorios
propuestos para estos serotipos, encontrando las diferencias descritas en la
tabla 34.

La masa del pico principal de los aislamientos de Enteritidis en Vitek® MS fue
de 6036,8 Daltons en lugar de 6036, y en el caso de Typhimurium/1,4,[5],12:i:-
de 7098,5 Daltons en lugar de 7097 (figuras 8 y 9). No encontramos ninguno de
los picos accesorios de Typhimurium/1,4,[5],12:i:- descritos por Dieckmann y
Malorny, lo que imposibilitaria diferenciar estos serotipos de Virchow (ver tabla
6). Si se mantuvo la ausencia de los picos de 6009 y 7111 Daltons en los
espectros de Enteritidis y Typhimurium/1,4,[5],12:i:-, respectivamente. En
cuanto a Infantis, la muestra (n=3) fue demasiado pequefia para obtener
conclusiones validas; la masa del pico principal fue de 18636,5 Daltons en lugar
de 18635 y no encontramos ninguno de los picos accesorios ni los que debian

estar ausentes (18644 y 18655 Daltons).

Tabla 34. Diferencias entre los biomarcadores propuestos por Dieckmann y

Malorny?®? y los encontrados con VITEK® MS

Biomarcadores

Serotipos Presencia Ausencia
Principal Accesorios
Biotyper = VITEK Biotyper VITEK Biotyper/VITEK
MS MS MS
Enteritidis 6036 6036,8 - - 6.009
. . . 8.686,10.067,
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- 7097 7098,5 22 949 - 7.111
Infantis 18635 18636,5 6.512 18.644, 18.655

8.699,9.374
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Figura.8. Espectro obtenido con VITEK® MS correspondiente a S. Enteritidis

(biomarcador principal resaltado)
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Figura. 9. Espectro obtenido con VITEK® MS correspondiente a S.

Typhimurium/1,4,[5],12:i:- (biomarcador principal resaltado)
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Aplicamos el algoritmo con las modificaciones descritas para categorizar los
268 espectros obtenidos de las 268 cepas en Enteritidis/Otros serotipos y
Typhimurium/1,4,[5],12:i:-/Otros serotipos, comparando asi la espectrometria

de masas con los resultados de la serotipificacion tradicional (tablas 35y 36).

Tabla 35. Comparacion de los resultados de identificacion del serotipo
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- mediante espectrometria de masas con los obtenidos con

la serotipificacion tradicional

Serotipificacion Totales
Espectrometria de masas Typhimurium/1,4,[5],12:i:-  Otros serotipos
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- + 121 0 121
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- - 2 145 147
Totales 123 145 268

Tabla 36. Comparacion de los resultados de identificacion del serotipo Enteritidis

mediante espectrometria de masas con los obtenidos con la serotipificacion

tradicional
Serotipificacion Totales
Espectrometria de masas Enteritidis Otros serotipos
Enteritidis+ 79 0 79
Enteritidis- 0 189 189
Totales 79 189 268

La Sensibilidad (S), Especificidad (E), Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor
Predictivo Negativo (VPN) del espectrémetro de masas VITEK® MS para
identificar los serotipos Typhimurium/1,4,[5],12:i:- fueron 98,4%, 100%, 100% y
98,6%, respectivamente. Y en cuanto al serotipo Enteritidis, los valores de S, E,
VPP y VPN resultaron todos del 100%. Las pruebas exactas de Fisher para
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- y para Enteritidis fueron muy significativas (p=0.000),

indicando la validez de los resultados.
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DISCUSION
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1.-ESTUDIO GENERAL DESCRIPTIVO

Pensamos que este estudio constituye una buena aproximacion a la situacién
epidemiologica real de la salmonelosis en la poblacion de nuestro
Departamento. Se muestra la distribucién de todos los serotipos de Salmonella
spp y el nivel de resistencia de los aislamientos clinicos en nuestra region,
informacidén que resulta indispensable como paso previo para lograr el control

de esta infeccion.

Un valor afiadido de la parte descriptiva de este trabajo es la comparacion de
las variables sociodemograficas, clinicas y microbiolégicas analizadas entre el
periodo antes del inicio del confinamiento decretado por la pandemia de
COVID-19 y el de después de esta fecha. El colapso que sufrié el Sistema
Sanitario dificulté sobremanera el diagnostico de cualquier infeccién no grave
que no estuviese causada por el SARS-CoV-2, pero también proporcioné la
oportunidad de estudiar cémo las circuntancias excepcionales que rodearon la
pandemia pudieron afectar a la epidemiologia de una enfermedad infecciosa

que ya era endémica en nuestra poblacion.

Aunqgue Salmonella spp es la segunda etiologia mas frecuente de los casos de
gastroenteritis declarados en nuestro pais, son pocos los estudios
epidemiolégicos actualizados sobre salmonelosis?83284285 | os Ultimos datos
que analiza la RENAVE acerca de las Enfermedades Transmisibles, entre las
que se incluyen las vehiculizadas por alimentos y agua, corresponde a los afios
2017-20187%; y la publicacion mas reciente con la distribucién de los serotipos
de las cepas de Salmonella humana aisladas en Espafia a partir de la
informacion recogida por la Seccion de Enterobacterias del Centro Nacional de

Microbiologia se remonta al 2005%”.

A pesar de que desde el afio 2015, de acuerdo con la ultima revisién del Real
Decreto 2210/1995, la salmonelosis en humanos es considerada una
enfermedad de notificacion obligatoria sigue siendo dificil disponer de toda la
informacién microbioldégica de los casos. Tanto es asi que en el mencionado

informe de la RENAVE los serotipos estan diferenciados solo en Enteritidis,
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Typhimurium y otros; y tampoco aportan mas datos la mayoria de los trabajos

pub|icad08283,284,285.

No abundan los laboratorios clinicos que dispongan de la serotipificacion
completa de sus cepas de Salmonella®3286287.288 debido a la dificultad que
supone realizar esta técnica de rutina y a que, aunque existe la posibilidad de
remitir los aislamientos al Centro Nacional de Microbiologia, esto implica una

carga de trabajo adicional que no siempre es asumible.

El Servicio de Microbiologia del Hospital General Universitario de Castellén lleva
a cabo el envio sistematico de una cepa de cada episodio de salmonelosis al
Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella para su
serotipificacion. Disponer de esta informacion permitio detectar la emergencia
de S. 1,4,[5],12:i- y el desplazamiento del serotipo Typhimurium, hechos que

motivaron el planteamiento de este trabajo.

Si nos centramos en las caracteristicas de los pacientes, la distribucién por
sexo fue idéntica a la encontrada en nuestro departamento en el periodo 2000-
2006°%, y muy similar a la que muestra el Gltimo informe de la RENAVE’® en el
que la frecuencia en hombres es levemente superior a la de las mujeres. La
edad media de nuestros enfermos es practicamente la misma que la
encontrada en el trabajo de Cores-Calvo et al®®, sin embargo, ésta ha
aumentado de 144 a 21,8 afos cuando la comparamos con nuestra

publicacion anterior®s.

El grupo de nifios entre 0-4 afios concentra el mayor nimero de casos, al igual
que describen en Espafia Cores-Calvo et al?® y Sala-Farré MR et al?®4, y en
Estados Unidos Olsen SJ et al”’ y Li X et al?®®. A pesar de que este grupo es el
mas perjudicado, el porcentaje que representa (32%) ha disminuido desde
nuestra revision de 2000-2006%° (49,5%). En la literatura consultada los nifios
menores de 5 afios aparecen habitualmente como el grupo mas afectado por
esta infeccion y entre las posibles causas se incluyen su menor masa corporal
y la inmadurez de su sistema inmunitario; sin embargo, también se ha
planteado que exista un sesgo en el diagndstico porque sea el grupo de edad

en el que mas se trate de identificar el agente causal de las gastroenteritis’®. La
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proporcién de la poblacién pediatrica de nuestro estudio (59,6%) es mayor que

la comunicada por Moreno-Flores et al en Pontevedra (45,9%)28°.

El 48,9% de los pacientes acceden a la atencidn sanitaria a través del servicio
de Urgencias, siendo este porcentaje practicamente el mismo en los periodos
pre y postpandemia, sin embargo, sélo el 14,3% del total de casos necesitan
ingreso hospitalario. Estos datos podrian sugerir que los pacientes perciben su
proceso cOmo grave, 0 que conseguir una cita en atencién primaria en el
momento de la infeccion aguda no es facil, o que los pacientes tienen la
impresidn de que seran mejor atendidos en las Urgencias de un Hospital,
aunque los sintomas/signos que presenten no sean de relevancia. En cuanto a
las hospitalizaciones, Sala-Farré et al?®4 comunican un porcentaje muy similar
al nuestro (15%) y Cores-Calvo et al?®® mayor (23,6%). A nivel europeo, resulta
muy llamativo que en el dltimo informe de la EFSA de 2019 la media de casos
hospitalizados notificados por los estados miembros sea del 42,5%.
Seguramente esta cifra es una sefal de la gran variabilidad de los sistemas
nacionales de vigilancia que en muchos paises europeos todavia se centran

solo en los casos mas graves.

Bien es sabido que los pacientes con salmonelosis que presentan mayor riesgo
de complicaciones y que, supuestamente, van a acumular un mayor numero de
ingresos hospitalarios, son los lactantes y los ancianos®. En nuestra serie, el
grupo con mayor proporcién de hospitalizaciones es el de 55-64 afos (62,5%),
seguido del de =65 afios (48,3%); mientras que los nifios pequefios de 0-4 afios
presentan uno de los porcentajes mas bajos (5,7%). El andlisis estadistico
confirma que los pacientes de mayor edad tienen mas riesgo de ser
hospitalizados tras adquirir una infeccidon gastrointestinal por Salmonella
(p=0,000), y también los hombres (p=0,006), aunque no se ha encontrado en la
literatura médica ninguna referencia respecto al mayor riesgo de desarrollar

salmonelosis grave en los hombres respecto a las mujeres.

Con relacién a la estacionalidad, entre finales de primavera y principios de
otofo hay significativamente mas casos que el resto del afio (p=0,011), al igual

que en el estudio de Li X et al en Florida?®, regidon que tiene una climatologia
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similar a la nuestra. Tanto en el informe anual de Vigilancia de Salmonella del
afno 2017 de los CDC como en el de la EFSA de 2017-2018 se indica que el
mayor porcentaje de casos de salmonelosis tiene lugar en los meses de

verano'188,

Por otro lado, y del mismo modo que en un estudio epidemiolégico de
salmonelosis realizado durante los afios 2005 a 2014 en Salamanca?® y
también en el informe mds reciente de la RENAVE”>, apreciamos una tendencia
a la disminucién de episodios de salmonelosis a lo largo del tiempo, aunque

este descenso no alcanza significacion.

Cuando se analizan los serotipos circulantes en una regidon o un pais y se
comparan con los encontrados en otras zonas del mundo se toma conciencia
de la complejidad de la infeccién que nos ocupa, de la influencia que tienen las
costumbres culturales, las practicas de produccion alimentaria y la localizacion
geografica®. En el periodo 2000-2006 en nuestro departamento el 50% de los
casos de salmonelosis se debian al serotipo Enteritidis y el 284% a
Typhimurium, mientras que el serotipo 1,4,(5),12:i:- era muy minoritario y
suponia el 2,33%%. Solo 10 aflos mas tarde, en 2016 y 2017, el serotipo
monofasico ya es el mas prevalente representando nada menos que el 62,6% y
el 66,6% del total de casos respectivamente (datos no publicados). Aunque el
hecho de que recientemente se haya producido una emergencia del serotipo
monofasico no es novedoso, la magnitud que ha alcanzado en nuestra region si
que lo es y no tiene precedentes en la literatura cientifica consultada. En el
periodo de este estudio el serotipo mas frecuente es 1,4,(5),12:i:- con un 43%,
seguido de Enteritidis, 29%, Montevideo, 7,4% y Typhimurium, con sélo un 3,7%.
En Espafia, tanto en el informe de la RENAVE mas actual’® como en los Ultimos
estudios publicados?83285 sélo tenemos datos acerca de que la incidencia de
Typhimurium es mayor que la de Enteritidis pero no se diferencia la variante
monofasica. En la Unidn Europea los serotipos mas frecuentes por orden
decreciente son Enteritidis, Typhimurium, 1,4,[5],12:i-, Infantis y Newport, y en
los Estados Unidos, Enteritidis, Newport, Typhimurium, Javiana y 1,4,[5],12:i:-88,
en ambos casos se documenta que la incidencia del serotipo Typhimurium esta
disminuyendo mientras la de 1,4,[5],12:i:- va en aumento. En un trabajo del
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Noreste de Italia los dos serotipos mas prevalentes son el monofasico y
Typhimurium con un 29,5% y un 26,5% respectivamente?®; y Hauser et al??° en
Alemania describen el aumento del nimero de cepas del serotipo 1,4,[5],12:i:-
del 0,1% en 1999 al 14,0% en 2008. Por ultimo, en una serie de diez anos de
Florida (2009-2018)?%° los serotipos mds frecuentes son Enteritidis, Javiana,
Newport, Sandiego y Braenderup, mientras que el 1,4,[5]12::- ocupa la

dieciseisava posicion.

Los sistemas de notificacion de los distintos paises europeos no son
homogéneos y en algunos casos son de cumplimiento voluntario'. Pensamos
que esto tiene mucha influencia en los datos presentados por la EFSA y
seguramente también por el resto de las organizaciones, por lo que hay que
manejar la informacién que proporcionan con alguna reserva. Por ejemplo, es
curioso que tras la implementacién de programas de control de Salmonella en
aves de corral, huevos y ovoproductos por parte de los Estados miembros para
cumplir con el Reglamento (CE) N° 2160/2003 del Parlamento Europeo y del
Consejo, en Espafa se haya producido el reemplazo de S. Enteritidis por S.
Typhimurium’5, pero no a nivel del conjunto de Europa'. Enteritidis es el
serotipo mas asociado con el consumo de huevos y carne de ave de corral
contaminadas, por lo que las citadas medidas de control deberian ser mas

efectivas frente a Enteritidis?®* que frente a cualquier otro serotipo.

Pensamos que el elevado nimero de casos originados por S. 1,4,[5],12:i-- en
nuestra regidon con respecto al resto de series consultadas podria deberse,
entre otras razones, a la infradeclaracién de este serotipo en otras zonas por
considerarlo errébneamente como Typhimurium y a que el consumo de
productos porcinos es muy elevado en nuestro entorno. No olvidemos que
Espafia tiene uno de los niveles mas altos de la Unién Europea de infeccion por
Salmonella spp tanto en cerdos como en muestras recogidas de sus
carcasas'?®®, y que, al parecer, la variante monofasica 1,4,[5],12:i:- es muy

prevalente?46,

La mayoria (59,8%) de los aislamientos del serotipo 1,4,(5),12:i:- del estudio

expresan el antigeno 0:5, mientras que en el 40,2% dicho antigeno es
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indetectable, al igual que en un estudio aleman que abarca los anos 2006-2007
donde el porcentaje de cepas de la variante monofdsica encontradas en

humanos con el antigeno 0:5 es atn mayor (76%)2.

En nuestra serie la frecuencia de aislamiento de S. Montevideo (7,4%) es
llamativa, tercera tras S. 1,4,(5),12:i:- y S. Enteritidis. No hemos encontrado que
este serotipo esté entre los mas aislados en otros estudios

publicados!188.200.289.290

Por otro lado, el unico serotipo relacionado con la edad de los pacientes es
1,4,[5],12:i-. Ser mas joven se asocia significativamente con padecer una
infeccion causada por este serotipo (p=0,000), lo que concuerda con otros
estudios en los que la mayoria de los individuos con salmonelosis por la

variante monofasica son jovenes?®’.

La conocida tendencia estacional del serotipo Enteritidis con mayor nimero de
casos en primavera y verano'’® se aprecia de forma significativa en nuestro
estudio. EI comportamiento estacional es menos marcado para el serotipo
1,4,[5],12:i- y no resulta significativo, presentando picos de casos de abril a

octubre tal y como describen otros autores™?°".

El empleo de antibi6ticos en veterinaria puede seleccionar los serotipos mas
resistentes y causar que sean estos los que lleguen a los productos de
consumo humano’?. El aumento de la resistencia de Salmonella spp no tifoidea
frente a los antimicrobianos considerados clasicamente de eleccién para su
tratamiento es un hecho que preocupa a nivel mundial’%®%® Nosotros hemos
constatado este incremento con respecto al periodo 2000-2006°2: |a resistencia
a AMP ha pasado del 34,8% al 47,8%, a AMC del 18,4% al 34,9%, a CIP del 0,1%
al 2,6%, a SXT del 6,6% al 88%, y a CTX del 0,2% al 0,7%. Superamos el
porcentaje de cepas resistentes a AMP y SXT respecto a las comunicadas para
el conjunto de los Estados miembros (47,8% vs 258% y 88 vs 7%,
respectivamente)’. Pensamos que las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de
tercera generacion mantienen una buena actividad para el tratamiento de la

salmonelosis grave en nuestro departamento, y los carbapenems, con el 100%
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de sensibilidad, se mantienen como alternativa para la infeccién invasiva. De
todos los serotipos, 1,4,[5],12:i-- es el que presenta un mayor porcentaje de
cepas con resistencia a los antimicrobianos, mientras que Enteritidis tiene el
mas bajo, lo que concuerda con el dltimo informe de la EFSA'. La resistencia
frente AMP de este serotipo monofdsico es muy alta (89,7%) y es mayor que la
comunicada por otros autores’?3¥’, mientras que la resistencia a STX (8,8%)
estd en el mismo nivel que la del resto de paises europeos’. A nuestro entender
el aumento de aislamientos de S. 1,4,[5],12:i:- ha contribuido al incremento del

nivel de resistencia global de nuestras cepas.

Una limitacion que presenta nuestro estudio es un posible sesgo de seleccion,
ya que sélo disponemos datos de los pacientes a los que se les solicité un
coprocultivo, bien debido a la severidad de su proceso, a lo prolongado de sus

sintomas, a su edad o a que pudieron acceder a la atencion sanitaria.

En cuanto a la comparacion de los periodos pre y post inicio del confinamiento,
y como cabia esperar, se aprecia una disminucion de la frecuencia de los casos
diagnosticados (0,42/dia frente a 0,16/dia) que podria explicarse, por una parte,
por la dificultad para acceder a la atencién sanitaria en el confinamiento, pero
también por la imposibilidad de mantener las costumbres sociales dada la
obligatoriedad de permanecer en nuestros hogares. En lo que respecta a la
edad y al sexo de los pacientes, se encuentran diferencias entre las dos etapas
sOlo para la primera. Los enfermos son significativamente mas mayores en el
periodo post-confinamiento, bien porque el sesgo de diagndstico del que
hablamos antes fue menor, bien porque los mas jovenes dejaron de tener
contacto con los productos que habitualmente son la fuente de sus
salmonelosis. En este segundo periodo también aumentan significativamente
los pacientes hospitalizados y la edad de estos. Hospitalizaciéon y mayor edad
van de la mano, si los enfermos son mas afosos la probabilidad de que
requieran ingreso es también mas alta. Otra de las diferencias y una de las mas
llamativas es el cambio del serotipo mas frecuente. Antes del inicio del
confinamiento predomina 1,4,[5],12:i:-, y después Enteritidis. La disminucion del
primero y el aumento del segundo es tan destacable que resulta
estadisticamente significativo aun ajustando por edad y sexo. Claramente, las
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fuentes mas asociadas con S. Enteritidis (huevos y sus derivados) se siguieron
consumiendo durante la pandemia, mientras que no fue asi con los productos
que contienen S. 1,4,[5],12:i:-, hecho que pone de manifiesto la estrecha relacion
entre las costumbres y tradiciones alimentarias, y la epidemiologia de
Salmonella. Por ultimo, en relacion con la comparacion de la sensibilidad frente
a los antibidticos estudiados, la sensibilidad frente AMP aumenta
significativamente a expensas de la disminucién de cepas de la variante

monofdasica y el aumento de Enteritidis.

2.- ESTUDIO CASO-CASO

Que conozcamos, este es el primer trabajo que estudia las fuentes animales
asociadas a casos esporadicos de gastroenteritis originados por el serotipo
1,4,[5],12:i--, aunque en diversas publicaciones ya se ha intentado relacionar las
infecciones esporadicas causadas por Salmonella con distintos productos de
origen animal32°22932%4 Hasta el momento, la mayor parte del conocimiento
disponible acerca de estas infecciones provenia de investigaciones de
brotes®6.193197.250251 cyya capacidad para explicar la epidemiologia de los casos

esporadicos ignorabamos.

Debido a que S. 1,4,[5],12:i:- se considera una variante de S. Typhimurium
suponemos que ambas se van a comportar de la misma forma en cuanto a que
su presentaciéon mas comun va a ser en forma de infecciones aisladas?®® que
son las se incluyen en nuestro estudio. De hecho, ninguno de los casos que
excluimos por estar relacionados con brotes alimentarios esta causado por

alguno de estos dos serotipos, sino que todos pertenecen a S. Enteritidis.

La eleccién del disefio caso-caso se ha basado en que es mas eficiente, rapido
e imparcial para analizar la asociacion entre determinadas exposiciones y el
desarrollo de una infeccion que el caso-control. Ademas, disminuye la
probabilidad de sesgos de seleccién y sesgos de informacién; y resulta
especialmente util cuando los casos de una enfermedad infecciosa pueden

dividirse en subgrupos tal y como sucede en la salmonelosis: los distintos
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serotipos se transmiten a través de fuentes diferentes y puede presumirse que
los pacientes infectados por un tipo concreto comparten determinada
exposicion que puede ser definida y comparada con los casos provocados por
otros serotipos®2°. Este formato también puede aplicarse para encontrar
rapidamente la fuente asociada a brotes alimentarios?®’. Por otra parte, la
realizacion de un cuestionario via telefénica, método que hemos empleado
para la recogida de datos, ya ha demostrado su utilidad y validez en otros

Nuestro estudio se centra en S. 1,4,[5],12:i:-, serotipo emergente que se
encuentra habitualmente en la carne de cerdo??% y cuya prevalencia es
especialmente elevada en nuestro pais’?*’y mas alin en nuestra region?*°. Para
atajar su expansion, el primer nivel donde actuar es la cadena de produccion de
alimentos derivados del cerdo. Como ya se ha comentado anteriormente, en los
Estados miembros de la Unién Europea no es obligatorio adoptar Programas de
Control de Salmonella en el ganado porcino, a diferencia de lo que sucede con
las explotaciones aviares, asi que cada pais decide si establecerlos o no y los
objetivos que considera que tiene que cumplir?*’. Hoy en dia, en Espafa no
existe ningun programa oficial de control de Salmonella en este campo?®®. Con
el panorama actual de la industria de produccién porcina intensiva y el
comercio de animales y productos carnicos entre paises con sistemas
sanitarios con distintos grados de desarrollo, la reduccion de la prevalencia de
este serotipo en los cerdos se vislumbra muy improbable?®®. Asi pues, parece
que la forma de prevenir las toxiinfecciones alimentarias por S. 1,4,[5],12:i-
pasa por conocer qué tipo concreto de productos, supuestamente porcinos?®,
actian como vehiculo de las mismas. De esta manera podrian establecerse
recomendaciones dirigidas a los consumidores como las que ya estan

instauradas para los huevos y sus derivados.

Si bien es conocido que uno de los grupos poblacionales mas afectados por las
gastroenteritis por Salmonella son los nifios3%, la salmonelosis por el serotipo
1,4,[5],12:i- puede considerarse practicamente una infeccion pediatrica ya que
el 85,1% de los afectados en nuestro estudio tienen entre 0 y 14 afios, mientras
este porcentaje en el conjunto del resto de serotipos es del 52,7%. La edad
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media de los pacientes con infeccion por esta variante monofasica es
significativamente menor que la de los infectados por otros serotipos. Los
hallazgos de Seixas et al?®' en Portugal son similares a los nuestros, pues
encuentran que el 69,3% de los infectados son menores de 15 anos. No
hallamos diferencias significativas ni por sexo ni por pais de origen de los
pacientes, al igual que Arnedo et al® en un estudio caso-caso que compara
salmonelosis esporadica por S. Typhimurium y su variante monofasica con la

causada por otros serotipos.

Los dos sintomas/signos mas frecuentes de nuestros pacientes con infeccion
por S. 1,4,[5],12:i:-, diarrea y fiebre, concuerdan y con un porcentaje muy similar
con los comunicados por de Frutos et al?®™ en la descripcion de un brote de
toxiinfeccion alimentaria por este serotipo; mientras que difieren en cuanto al
tercero mas comun, en nuestro caso el dolor abdominal y en el suyo los
vomitos. Ambos estudios también presentan una proporcion muy semejante de
enfermos hospitalizados. En el estudio de otro brote de S. 1,4,[5],12:i-- en
Francia®, los tres sintomas que se registraron mas frecuentemente fueron la
diarrea, la fiebre y el dolor abdominal, exactamente los mismos que en nuestro
trabajo. Estos datos podrian sugerir que tanto las infecciones ocasionadas por
la variante monofasica asociadas a brotes como las esporadicas presentan el

mismo comportamiento en cuanto a manifestaciones clinicas y gravedad.

Comparando la sintomatologia causada por S. 1,4,[5],12:i:- con la del resto de
serotipos, el unico punto remarcable es que la diarrea con productos
patoldgicos en los pacientes del primer grupo aparece acompafiada por otros
sintomas como la fiebre, mientras que en los del segundo grupo se presenta
como manifestacién clinica aislada, y esta diferencia es estadisticamente
significativa. Podria inferirse que la variante monofasica, poseedora de genes
de virulencia que promueven el proceso de invasion celular?®®, es capaz de
causar cuadros severos, aunque la mayoria no lo sean, conclusion a la que

también llegan Arnedo et al®.

Hemos observado que, en general, las hospitalizaciones por salmonelosis

aumentan significativamente con la edad. Asi que como los enfermos por S.
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1,4,[5],12:i:- son mas jovenes que los del resto de serotipos su proporcion de
ingresos hospitalarios es también menor. Esta descrito que los individuos con
multiples comorbilidades tienen madas riesgo de padecer infecciones
invasivas'’ y, por tanto, de necesitar tratamiento hospitalario; lo que ha
quedado constatado al comprobar que el porcentaje de pacientes del grupo 1y
del grupo 2 hospitalizados con enfermedades de base es seis y tres veces

mayor, respectivamente, que el de los que no las tienen.

En teoria, la metodologia caso-caso no es adecuada para estudiar los factores
generales que suponen un riesgo de desarrollar salmonelosis debida a
cualquier serotipo ya que, supuestamente, estos van a distribuirse de forma
similar en ambos grupos?®®. Puede que esta sea la razén por la que no
encontramos asociacién significativa entre ninguno de los factores de riesgo
comunmente asociados a las gastroenteritis por Salmonella y las infecciones
debidas a S. 1,4,[5],12:i:-. Sin embargo, en el estudio caso-caso de Arnedo et al?,
jugar en el suelo con tierra, que puede estar contaminada con heces de
animales se asocia mas con los casos de salmonelosis esporadica por S.
Typhimurium y su variante monofasica que con los debidos a otros serotipos;
aunque en el referido trabajo agrupan 1,4,[5],12:i:- y Typhimurium, y quizas esto

influya en la obtencidn de este dato.

En principio, los resultados de nuestro estudio indican que el consumo de
productos porcinos curados-crudos en general, y de longaniza seca y fuet en
particular, se asocia significativamente con las infecciones por S. 1,4,[5],12:i-; y
que, ademas, el riesgo aumenta cuanto mayor es la frecuencia de consumo de
estos dos productos. Sin embargo, cuando se divide a los pacientes por edad,
en los menores de 10 aflos aumenta la asociacion con el consumo de
alimentos curados-crudos (OR=3,79) y de longaniza seca (OR=10,04), pero se
pierde para el fuet; y en los que tienen 10 o mas afos ningun producto se
mantiene como factor de riesgo. Asi pues, esta informacion indica que la
ingesta de longaniza seca en nifios menores de 10 afios supone un riesgo muy
alto de adquisicion de infeccion por S. 1,4,[5],12:i-. Ademas, la potencia

estadistica de esta asociacién es altisima (99,36%).
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La longaniza seca, también conocida como longaniza de Pascua, es un tipo de
embutido tipico de nuestra region, originario de la Comunidad Valenciana y de
la comarca aragonesa del Maestrazgo, que se elabora con magro de cerdo y se
consume tras un proceso de curacién corto. Cuando la demanda de estos
productos es muy elevada, como sucede por ejemplo durante las fiestas
locales, puede que el proceso de curacién o maduracion se acorte y que asi el
secado no sea adecuado, de manera que la bacteria, en caso de estar presente,

puede sobrevivir y producir infeccion3°'.

La ingesta de este producto porcino ya ha sido estadisticamente asociada a la
variante monofasica en el estudio de un brote de gastroenteritis ocurrido en
Castellon en 201197, los autores incluso consiguieron aislar esta salmonela de
muestras de longaniza que uno de los afectados todavia conservaba en su
casa. Otros derivados del cerdo también se han considerado fuentes de
infeccion de brotes alimentarios causados por este serotipo, como, por
ejemplo, un tipo de salchicha curada en Francia en 2010-201179%32 un chorizo
de elaboraciéon casera en Vizcaya en 2014'%, carne picada en Alemania en

20132%0 o carne cocinada en Italiaen 20110 y en Valladolid en 20162°7.

Que sean los menores de 10 anos los significativamente afectados por el
consumo de los productos porcinos contaminados con esta bacteria ya se
sugiere en una publicacion de Gossner et al3?? que, ante los resultados de su
estudio, proponen que los individuos en esta franja de edad no consuman este
tipo de alimentos. Es posible que habitualmente la concentracion de S.
1,4,[5],12:i:- que contengan estos derivados del cerdo curados-crudos, y la
longaniza seca en particular, sea baja y que, como estos alimentos suelen
consumirse en pequefia cantidad, la infeccion en adultos sanos sea
asintomatica o muy leve?> mientras que en los nifios pequefios su menor peso
posibilite que esta concentracion sea suficiente para ocasionar

manifestaciones clinicas de mayor o menor gravedad.

Dos hechos observados durante el estudio apoyan aun mas si cabe la
asociacion entre la longaniza secay los casos de S. 1,4,[5],12:i:-. El primero es

un pico de casos en nifios durante la primera semana de abril de 2019, una
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semana después de las fiestas de la Magdalena, fiestas fundacionales de
Castellon, durante las cuales es muy tipico comer longaniza seca. Y el segundo
es la disminucidén espectacular de casos a partir del confinamiento, periodo en
el que se dejé de celebrar la Pascua y otras muchas festividades. El consumo
de longaniza seca en estas celebraciones es una costumbre que forma parte de
nuestra cultura y que nunca se ha percibido como un riesgo. Nuestra poblacion
asume que la causa principal de la salmonelosis son los huevos, cuando su
consumo se asocia negativamente a las infecciones causadas por el serotipo
mas frecuente en nuestra regién. Creemos que la poblacion tendria que ser
informada y concienciada acerca del potencial riesgo de ingerir productos
porcinos curados-crudos y que deberia recomendarse que los niflos menores

de 10 afos evitaran su ingesta, principalmente la de longaniza seca.

Entre las posibles limitaciones de este estudio tenemos, por un lado, que el
nimero de casos incluidos tanto del serotipo monofasico como del resto ha
sido menor que el que en un principio se estimd necesario, aunque suficiente
para encontrar diferencias significativas entre exposiciones e infecciones y con
una potencia estadistica muy alta para uno de los productos. En segundo lugar,
la presencia en el grupo caso 2 de serotipos también asociados con el cerdo
como Derby (1 caso), Rissen (2 casos) y Typhimurium (5 casos) podria haber
dificultado encontrar asociacién estadisticamente significativa entre productos
porcinos y el serotipo monofdsico (hipotesis nula). En tercer lugar y aunque se
tomaron medidas para evitar posibles sesgos de clasificacion como que no se
conociera el serotipo causante de la infeccidén en el momento de la entrevista,
no podria descartarse debido a un potencial sesgo de memoria provocado por
la falta de inmediatez en la realizacion del cuestionario telefénico tras el
aislamiento de Salmonella, en el caso de que la informacién proporcionada por
los participantes no tuviera la exactitud deseada o se hubieran obviado datos
importantes. En cuanto a esto, como la salmonelosis es una infeccion con
entidad en los nifios, principalmente las madres, que eran las que respondieron
con mayor frecuencia, recordaban con detalle las circunstancias que rodearon
el proceso de sus hijos; y los adultos tampoco manifestaban dudas cuando

respondian a la encuesta. Por ultimo, cabe la posibilidad de que, si se hubiera
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empleado algun método de epidemiologia molecular, alguno de los casos
considerados esporadicos se hubiese reclasificado como perteneciente a algun

brote.

3.- ESTUDIO EXPERIMENTAL

No hemos encontrado en la literatura cientifica ningin estudio anterior al
nuestro que valide en su entorno un esquema de identificacion de algunos de
los serotipos de Salmonella enterica subsp enterica epidemiolégicamente mas
relevantes basado en la espectrometria de masas MALDI-TOF?81. Dentro de los
serotipos que identifica el protocolo de Dieckmann y Malorney se encuentran
los dos mas frecuentemente aislados en nuestro Departamento: 1,4,[5],12:i-
(indistinguible por este método de Typhimurium) y Enteritidis. Nuestra intencion
era poder disminuir sustancialmente el nimero de aislamientos a remitir al
laboratorio de referencia de Salmonella del Centro Nacional de Microbiologia
del Instituto de Salud Carlos Ill para su categorizacién mediante serotipado
tradicional, aprovechando el perfil proteico obtenido al identificar estas cepas

en nuestro laboratorio mediante el sistema VITEK® MS.

La posibilidad de identificar serotipos de Salmonella enterica subesp enterica
utilizando la espectrometria de masas resulta atractiva por muchas razones:
cada vez son mas numerosos los laboratorios que disponen de esta tecnologia,
la identificacion y el tipado se realizarian en un solo paso, y se terminaria con la
dependencia de laboratorios de referencia que llevan a cabo el serotipado
completo; en definitiva, se ahorraria en tiempo y recursos econdmicos.
Dieckmann y Malorny estiman en su estudio que el coste de identificar y tipar
Salmonella enterica mediante espectrometria de masas es tres veces menor
que si se utilizan pruebas bioquimicas y serotipificacion mediante
aglutinacion?®'. Por desgracia, todavia estamos lejos de disponer de esta

herramienta y conseguirla no va a ser tarea facil.

De entrada, la aproximacioén basada en la creacidon de un superespectro por

serotipo queda descartada ya que cuando se comparan dos serotipos
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diferentes no se observan mas de aproximadamente quince de picos
potencialmente discriminatorios que, ademas, suelen estar presentes en mas
de un serotipo?®'. Asi que queda la opcidn de la busqueda de biomarcadores, ya
sea uno especifico o bien una combinacién de estos, que permitan distinguir
entre distintos serotipos de Salmonella enterica subsp enterica?®%282, Muy
pocos investigadores se han embarcado en este cometido?8%-282, y el Unico
trabajo encontrado en la literatura que propone un algoritmo de identificacion
de algunos de los tipos mas frecuentemente aislados y que, ademas, a priori

parece sencillo es en el que hemos basado nuestro estudio?8’.

Para evitar que el procedimiento de preparacién de nuestras colonias afectara
a la reproducibilidad del método, seguimos fielmente las indicaciones de los
autores?®!. A pesar de que parece que la “edad” de las cepas es el Unico factor
que influye realmente en la correcta caracterizacion mediante espectrometria
de masas de los microorganismos gram negativos como Salmonella, pues el
nuamero y la intensidad de los picos generados es menor cuanto mas viejo es el
cultivo?¥’, todas las condiciones de la siembra y preparacion de las colonias
han sido estrictamente controladas: se ha empleado un medio no selectivo ni
diferencial sin sangre incubado a 37°C, no se ha utilizado ninguna colonia de
mas de 24 horas para la obtencion de su espectro de masas y todo el proceso

ha sido realizado por la misma persona.

Pensamos que el hecho de que el algoritmo esté disefiado con el
espectrometro MALDI Biotyper de Bruker Daltonics y que en nuestro laboratorio
dispongamos del VITEK® MS de bioMérieux es la causa de las diferencias
entre los biomarcadores principales (6036,8 vs 6036 para Enteritidis y 7098,5
vs 7097 para Typhimurium/1,4,[5],12:i:-) y de que no encontramos ninguno de

los picos accesorios de Typhimurium/1,4,[5],12:i:-.

Segun nuestros resultados, el pico m/z 6036,8 resulta 100% sensible y
especifico para identificar cepas de S. Enteritidis, mientras que en el estudio de
Dieckmann y Malorney hallan una sensibilidad del 86,5% para su biomarcador.
Estos autores achacan sus falsos negativos a una posible subexpresion de

determinadas proteinas que provoca que su concentracion esté por debajo del
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limite de deteccidn de las mismas y que se debe a mutaciones puntuales que
tienen lugar durante el proceso de almacenamiento (congelacion) y resiembra
de las cepas?®'. En cuanto al pico 7098,5 como biomarcador principal de
Typhimurium/1,4,[5],12:i:- encontramos una sensibilidad menor que el
comunicado en el trabajo en que nos basamos para el pico 7097 (98,4% vs
100%). La férmula antigénica de los dos aislamientos falsos negativos es
4,12:i;, desconocemos si la falta de expresion del antigeno somatico 5 puede
influir en estos resultados o si son producto de alteraciones en la expresion
proteica causadas por la congelacion-descongelacién de las cepas de la misma
manera que podria haber sucedido con los falsos negativos de Enteritidis. En
relacién con la especificidad del 100% en nuestra serie del biomarcador 7098,5
en solitario para Typhimurium/1,4,[5],12:i:- pensamos que puede explicarse por
la ausencia de cepas de S. Virchow que no se hubieran podido distinguir debido

a la ausencia de biomarcadores adicionales.

A pesar de que la identificacién de la mayoria de los serotipos sigue
dependiendo del método tradicional, empleando los biomarcadores de
Dieckmann y Malorney validados en nuestro estudio para VITEK® MS
podriamos evitar tanto serotipar de forma preliminar en nuestro laboratorio
como posteriormente remitir al Centro Nacional de Referencia las cepas de S.
Enteritidis que representan un 29% de nuestros aislamientos. En cuanto a S.
Typhimurium/1,4,[5],12:i:-, aunque mas del 90% se corresponderian con el
serotipo monofasico no podriamos asegurar una identificacién precisa por lo
que dejariamos de hacer el serotipado preliminar pero seguiriamos enviando

esas cepas al laboratorio de Referencia.
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CONCLUSIONES
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1.- Consideramos que la informacion presentada respecto a la epidemiologia
de Salmonella spp es amplia y que ayudara al control de la salmonelosis en

nuestra region.

2.- El serotipo que se aisla mas frecuentemente en casos esporadicos de
salmonelosis en nuestro Departamento es el 1,4,[5],12:i--, seguido de Enteritidis,

Montevideo y Typhimurium.

3.- La frecuencia de gastroenteritis en hombres es levemente superior a la de
las mujeres y la edad media de nuestros enfermos es 21,8 afos. El grupo que

concentra el mayor nimero de casos es el de los nifios de 0-4 afos.

4.- Aunque casi la mitad de los pacientes son atendidos en el Servicio de
Urgencias, muy pocos requieren ingreso hospitalario. Los enfermos que
presentan significativamente mads riesgo de ser hospitalizados son los

hombres y los pacientes de mayor edad.

5.- El unico serotipo relacionado con la edad de los pacientes a los que infecta
es el 1,4,[5],12:i:-. Ser mas joven se asocia significativamente con padecer una

salmonelosis causada por este serotipo.

6.- Las fluoroquinolonas, las cefalosporinas de tercera generacion y los
carbapenems siguen siendo una buena opcién para el tratamiento de la

salmonelosis grave.

7.- El serotipo 1,4,[5],12:i:- es el que presenta un mayor porcentaje de cepas

resistentes a los antimicrobianos estudiados.

8.- A partir del confinamiento decretado a causa de la pandemia de COVID-19,
se aprecia una disminucién de los casos. El serotipo Enteritidis pasa a ser el
predominante, los enfermos son significativamente mds mayores y el

porcentaje de hospitalizacion es mas elevado.
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8.- La salmonelosis debida al serotipo 1,4,[5],12:i:- puede considerarse
practicamente una infeccion pediatrica ya que el 85% de los afectados en

nuestro estudio tienen entre 0 y 14 afos.

9.- Los resultados de nuestro estudio caso-caso indican que el consumo de
productos porcinos curados-crudos en general, y de longaniza seca y fuet en
particular, se asocia significativamente con las infecciones por S.1,4,[5],12:i-; y
que el riesgo aumenta cuando se incrementa su consumo que es muy habitual

en la poblacién de nuestra region.

10.- El analisis de los datos obtenidos indica que la ingesta de longaniza seca
en nifos menores de 10 afios supone un riesgo muy alto de padecer una
salmonelosis por el serotipo 1,4,[5],12:i-, siendo altisima la potencia estadistica

de esta asociacién (99,36%).

11.- Creemos que nuestra poblacion tiene que ser informada y concienciada
acerca del riesgo potencial de adquirir una infeccién por Salmonella tras
consumir productos porcinos curados-crudos, y que los ninos menores de 10

anos deben evitar su ingesta, principalmente de longaniza seca.

12.- VITEK®MS permite una identificacion precisa del serotipo Enteritidis, que
supone un 30% de nuestras cepas. Para diferenciar el serotipo Typhimurium del
1,4,[5],12:i deberiamos seguir remitiendo estos aislamientos al laboratorio de
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ANEXO |. CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO/CUADERNO DE RECOGIDA

DE DATOS
N° Paciente:
Edad Sexo Localidad Pais de origen (caso
de los nifios los padres): Fecha entrevista:
Situacion actual (enfermo o asintomatico): Fecha inicio sintomas:

Hospitalizacién: NO Sl Duracién

¢Sufre alguna enfermedad crénica? NO  SI: Detallar

¢A qué atribuye la infeccion?

¢Contacto con pacientes con diarrea?

¢ Tiene animales domésticos? NO SI: Detallar

Toma de antibioticos 15 dias antes: NO SlI: Detallar

Viajes ultimos 15 dias (fecha, lugares):

Jugar con la tierra/trabajos de jardineria:

Consumo de productos del cerdo/ huevos (dias x semana) en los 15 dias previos a la clinica

Nunca Raro 1 2 3 4 5 6 7
Productos del Cerdo
Curados-consumo crudo
Jamoén Serrano
Panceta-bacon-tocino
Longaniza seca o de Pascua
Fuet-Secallona-Espetec
Salchichén/Salami/Chorizo
Lomo embuchado-Morcon
Sobrasada
Coccioén-consumo crudo
Jamon de York
Mortadela-Catalana
Chopped cerdo
Salchichas Frankfurt
Butifarra
Paté cerdo
Fritos-cocidos
Longaniza
Morcilla
Butifarra
Costilla
Lomo
Huevos
Gallina, pato, codorniz,
Mayonesa casera
Tortilla
Huevos crudos
-Lugar habitual de compra (de productos del cerdo y huevos):

179



ANEXO II. TABLA ANONIMIZADORA

Numero Nombre del paciente SIP N° de Historia Clinica

P PO ~NO 0T WNPE

— O
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ANEXO Ill. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Ne° Fecha Sexo = Edad @ Nacionalidad = Procedencia = Serotipo Estudio de
Paciente aislamiento Sensibilidad
cepa
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
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ANEXO IV. INFORME COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE CASTELLO

CEIm % GENE LITAT ,I-‘ CAST 2
\\§

DEPARIAMENT DE SALUT

INFORME COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS (CEIm)
HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE CASTELLO

Dofia Amparo Barreda Aznar, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacion con
Medicamentos del Hospital General Universitario de Castelld,

CERTIFICA

Que el Comité de Etica de la Investigacién con medicamentos (CEIm) del HOSPITAL
GENERAL UNIVERSITARIO DE CASTELLO en su reunion del dia 28 de mayo de 2018,
acta 5/2018, tras la evaluacién de la propuesta realizada por: M2 Dolores Tirado Balaguer del
Proyecto de investigacion “Factores de riesgo de casos esporadicos de
gastroenteritis por la variante monofasica de Salmonella Typhimurium 1.4, (5),
12:1-: un estudio caso-caso. Evaluaciéon de la utilidad de la espectromia de masas
para diferenciar distintos serotipos de Salmonella spp”. Protocolo versién 2 de junio
de 2018 y HIP/CI version 2 de junio de 2018.

Servicio: Microbiologia H.G.U. Castellén
Investigador Principal: M2 Dolores Tirado Balaguer

Y teniendo en consideracion las siguientes cuestiones:

Cuestiones relacionadas con la idoneidad del investigador y sus colaboradores.
Cuestiones relacionadas con la idoneidad de las instalaciones.

Cuestiones relacionadas con la idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del
estudio y se consideran justificados los riesgos y las molestias previsibles para el sujeto.
4. Consideraciones generales del estudio.

W

EMITE UN INFORME FAVORABLE.

El Comité tanto en su composicién como en los PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95) y con el Real Decreto 223/2004, y su composicién actual es la siguiente:

Presidente =
Vicepresidente D. Raimundo Garcia Boyero
Facultativo Especialista Hematologia

Secretaria D2 Amparo Barreda Aznar
Farmacéutica Atencidn Primaria
Vocales D2 Amparo Andrés Prufionosa

Graduada en Enfermeria

D. José Vicente Castellé Carrascosa
Facultativo Especialista Alergologia

D2 Berta Claramonte Clausell
Facultativo Especialista Neurologia

D. Juan Vicente Esplugues Mota
Farmacdlogo Clinico

D2 Ana Fernandez Herrero

Miembro ajeno a la profesion sanitaria. Licenciada en Derecho
D2 Amparo Ferrandiz Selles

Jefe de Servicio UCI

Avgda. Benicassim, s/n 12004 Castell6 - Tel. (+34) 964 725 000 - www.castello.san.gva.es
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CEIm % GENERALITAT
ENCIANA
\\ VALENCIA

Que en dicha reunién del Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos se cumplié el

[i’ CASTELLO

DEPAREAENT DE SALUI

D. Ralil Ferrando Piqueres
Farmacéutico Hospitalario

D. Mario Ferrer Vazquez
Facultativo Especialista Pediatria
D2 Eufemia Marcos Gonzalez
Diplomada en Trabajo Social

D2 Estel Ortells Ros

Facultativo Especialista en Medicina Preventiva y Salud Publica.

D. Antonio Palau Canos

Facultativo Especialista Medicina Digestiva

D2 Maria Teresa Pitarch Saborit

Miembro lego

D2 Neus Rodriguez Bacardit

Facultativo Especialista Medicina Familiar y Comunitaria
D2 Maria Esther Rosell6 Sastre

Facultativo Especialista Anatomia Patoldgica

D. Carlos J. Soriano Navarro

Facultativo Especialista Cardiologia

D. Juan Francisco Tosca Flores

Licenciado en Medicina y Cirugia. Experto en BPC

qudrum preceptivo legalmente.

Que en el caso de que se evallie alglin proyecto del que un miembro sea

investigador/colaborador, éste se ausentara de la reunion durante la discusion del proyecto.

Lo que firmo en Castellon

N

Fdo. Amparo Barreda Azn
Secrétaria

a 13 de junio de 2018

HOSPTAL GENERAL D CASTELLOR
C.E.I.cC.

COMITE ETICO DE INVESTIGACICN
c(mICcA
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ANEXO V. AUTORIZACION DE LA RESPONSABLE DEL SERVICIO DE
MICROBIOLOGIA

Visto Bueno del Jefe de Servicio

Dra. Rosario Moreno Mufioz, Jefa del Servicio de Microbiologia del Hospital General
Universitario de Castellon

CERTIFICA:

Que conoce y acepta la realizacion en su servicio del proyecto de Investigacion titulado:

“Factores de riesgo de casos esporadicos de gastroenteritis por la variante monofésica
de Salmonella Typhimurium 1.4.[5],12:i:-: estudio caso-caso. Evaluacion de la utilidad
de la espectrometria de masas para diferenciar distintos serotipos de Salmonella spp.”.

Que esta de acuerdo con que este proyecto de investigacion se lleve a cabo por la
Investigadora principal: M Dolores Tirado Balaguer.

% sgﬁtﬁlﬁégL%thTMayo de 2018
N\ VALENCIANA

Fdo. Dra Rosario Moreno Mutioz
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ANEXO VI. CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL

Titulo del estudio: “Factores de riesgo de casos esporadicos de gastroenteritis por
la variante monoféasica de Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12:i:-: un estudio caso-caso.
Evaluacién de la utilidad de la espectrometria de masas para diferenciar distintos
serotipos de Salmonella spp” v2 de Junio de 2018

Nombre y Apellidos del paciente (en caso de ser menor del tutor/a legal):

-¢ Desea participar? SI NO

-¢Permite VD que en caso necesario accedamos a su historia clinica? SI NO

Consentimiento expreso

Dadas las caracteristicas del estudio y que las entrevistas se realizan
telefonicamente, ademas de responder afirmativamente a la pregunta de si desea
participar, se remitira al paciente la Hoja de Informacion al Paciente via correo
electrénico y éste dara su consentimiento por escrito respondiendo a un formulario de
Google Drive creado para tal fin cuyo acceso
(https://drive.google.com/open?id=1bEcNqiOs2DYY-syPIhn4dVHBHYzYS1jOfleiK3vtAH3w) se
remitird en el mismo correo. También se dispone de un modelo de consentimiento por
escrito (anexo 4) en caso de requerirlo que una vez firmado se devolvera a la
investigadora por cualquiera de las siguientes vias: correo electrénico o correo postal,
ordinario o a través de la valija de su Centro de Salud de Atencién Primaria a la
atencion de la investigadora (M2 Dolores Tirado Balaguer), Servicio de Microbiologia,

Hospital General Universitario de Castellon.
Para que la investigacion se lleve a cabo con escrupuloso respeto a los principios

éticos y no quede duda de la voluntad de participacion, se identifica al investigador
responsable de la recogida de datos.

La investigadora que realiza la entrevista: M2 Dolores Tirado Balaguer

Fecha: ......... [ovian... [oviian...
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https://drive.google.com/open?id=1bEcNqiOs2DYY-syPlhn4VHBHYzYS1jOfIeiK3vtAH3w

ANEXO VII. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE ORAL

(Contacto verbal telefonico con la persona)

Titulo del proyecto:

“Factores de riesgo de casos esporadicos de gastroenteritis por la variante monofasica
de Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12:i:-: un estudio caso-caso. Evaluacion de la
utilidad de la espectrometria de masas para diferenciar distintos serotipos de Salmonella

Spp”

Presentacion:

Mi nombre es M2 Dolores Tirado Balaguer médico del Servicio de Microbiologia del
Hospital General Universitario de Castelldn

Estoy realizando un estudio sobre gastroenteritis/diarrea por Salmonella en Castellén
para tratar de averiguar como prevenir estas enfermedades. Por ello solicitamos su
cooperacion que puede ser de mucho valor.

Procedimiento del estudio:

-En el caso que desee participar, le haremos una serie de preguntas sobre su
salud y habitos alimenticios, mediante un cuestionario estandarizado.

-Si desea participar, y en el caso en que fuera necesario para la valoracién del
estudio, le solicitamos su autorizacidn para poder consultar a través de su médico su
historia clinica.

Aclaraciones a realizar en la llamada telefénica

- Su participacion es de caracter voluntario y en cualquier momento puede abandonar el
estudio, sin perjuicio alguno por su parte.

- Podra recibir informacion sobre el estudio.

- La informacion personal que se obtenga para la identificacion de cada paciente sera
mantenida en la mas estricta confidencialidad, y sélo el investigador, las autoridades
sanitarias y el CEIM podra consultarlas.

- Los datos recogidos podran ser utilizados de forma andnima para la divulgacion
cientifica, salvaguardando su intimidad.

-Si tiene cualquier duda o necesita alguna aclaracion puede ponerse en contacto con la
médico M2 Dolores Tirado en el teléfono 964725102 (extension 454504).
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ANEXO VIII. CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del estudio:“Factores de riesgo de casos esporadicos de gastroenteritis por la
variante monofasica de Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12:i:;-: un estudio caso-caso.
Evaluacién de la utilidad de la espectrometria de masas para diferenciar distintos
serotipos de Salmonella spp” v2 de Junio de 2018

Yo, (nombre y apellidos).

He leido la hoja de informacion que se me ha enviado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: M?2 Dolores Tirado Balaguer (investigadora principal)
Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo decidir no participar en el estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: .....[...].... Fecha: ..../....[......

Firma del participante: Firma del investigador:
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