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1.1 EVOLUCIÓN E IMPORTANCIA DE SALMONELA  

1.1.1 Descripción histórica 

 

Salmonella spp fue observada inicialmente el año 1880 por Karl Joseph Eberth 

(1835-1926) en cortes histológicos de muestras de bazo y nódulos linfáticos 

mesentéricos procedentes de personas fallecidas por “fiebre tifoide”. Posteriormente, 

fue descrita por Daniel Elmer Salmon (1850-1914) y Theobald Smith (1859-1934), en 

el año 1885, a partir de una cepa aislada de cerdo con Peste Porcina Clásica (Salmon 

et al. 1886). El bacteriólogo francés Joseph Léon Marcel Ligniéres (1868-1933) 

sugirió en 1900 que estas bacterias se llamaran Salmonella, en honor a Salmon. 

La clasificación y consiguiente nomenclatura del género Salmonella es aún, 

hoy en día, muy controvertida, utilizándose distintos sistemas para referirse a los 

miembros de este género. La terminología introducida por White en 1929 y 

modificada por Kauffmann en 1966, establecía un tipo específico para cada cepa de  

Salmonella que fuera distinguible antigénicamente (equivalente al actual serotipo), 

teniendo en cuenta el polimorfismo de los antígenos somáticos (O) y flagelares (H), 

atribuyendo en un inicio a cada tipo el nombre del lugar donde se aisló por primera 

vez. La propuesta de Kauffmann implicaba que cada tipo era en realidad una nueva 

especie. La primera lista publicada contenía unos 20 nombres, hoy el número de 

serotipos sobrepasa ampliamente los 2000. 

Mediante métodos de hibridación ADN-ADN se demostró que las cepas de 

Salmonella formaban un solo grupo de hibridación, con 7 subgrupos o subgéneros 

(Crosa et al., 1973), distinguibles entre sí fenotípicamente. Los subgéneros propuestos 

pertenecían así a una misma especie, que posteriormente recibió el nombre de 

Salmonella choleraesuis (Le Minor et al., 1982, 1986). Esta denominación sin 

embargo se prestaba a confusión, debido a la existencia del serotipo Choleraesuis que 

además mostraba un perfil bioquímico distinto al de la mayoría. Le Minor y Popoff en 

el año 1987 propusieron que los 7 subgéneros (I, II, IIIa, IIIb, IV, V y VI) definidos 

anteriormente, fueran considerados subespecies. Recomendaron además, el cambio de 

nombre de la especie Salmonella choleraesuis por el de Salmonella enterica  

(publicado por Penner, 1988). La propuesta fue denegada por parte de la Comisión 

Judicial del Comité Internacional de Bacteriología Sistemática, al considerarse que 
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Salmonella Typhi podría pasar desapercibida. En 1989, Revees et al. elevaron al 

rango de especie a la hasta entonces Salmonella choleraesuis subespecie bongori, 

pasando a ser así, la segunda especie del género (Tabla 1). Euzéby, en el año 1999, 

propuso una enmienda para adoptar la nomenclatura de especie enterica que tuviera 

en cuenta la excepción del serotipo Typhi, pasando a denominarse Salmonella typhi. A 

día de hoy, esta propuesta continúa pendiente de resolución. 

Aunque continúa sin definirse una fórmula concreta para la nomenclatura de 

Salmonella, la OMS adoptó la denominación de Salmonella enterica y Salmonella 

bongori como únicas especies del género, y la subsiguiente división en subespecies (o 

subgrupos fenotípicamente distintos) de S. enterica como: enterica (I), salamae (II), 

arizonae (IIIa), diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica (VI). Los serotipos o 

serovariedades, siguiendo el esquema de Kauffmann-White, se escriben al final sin 

cursiva y con la inicial en mayúscula, o bien si carecen de nombre, añadiendo su 

fórmula antigénica. 

Recientemente, en 2004, Shelobolina et al., han propuesto el nombre de 

Salmonella subterranea para una nueva cepa aislada en la superficie de un sedimento 

contaminado, y que presentaba, mediante el análisis de la secuencia de ADNr de la 

subunidad 16S, una gran similitud con Salmonella bongori y con Enterobacter 

cloacae. El nombre ha sido validado en el año 2005. 

 

TABLA 1. Especies y subespecies del género Salmonella y subgrupos  
correspondientes (Crosa et al., 1973,  Popoff et al., 2001, Validation list 
nº102/IJSEM*, 2005) 
__________________________________________________________________________________ 
1. Salmonella enterica 
 
 1.1 Salmonella enterica subesp. enterica     (subgrupo I) 
 1.2 Salmonella enterica subesp. salamae    (subgrupo II) 
 1.3 Salmonella enterica subesp. arizonae   (subgrupo IIIa) 
 1.4 Salmonella enterica subesp. diarizonae  (subgrupo IIIb) 
 1.5 Salmonella enterica subesp. houtenae  (subgrupo IV) 
 1.6 Salmonella enterica subesp. indica         (subgrupo VI) 
  
2. Salmonella bongori   (subgrupo V) 
3. Salmonella subterranea 
___________________________________________________________________________ 
*International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 

 

 

 



 

 5

1.1.2 Ecología 

 

 El principal hábitat de Salmonella es el tracto intestinal de humanos y animales 

homeotermos y poiquilotermos (puede formar parte de la flora natural de reptiles y 

anfibios). Existen serotipos adaptados al huésped como S. Typhi (hombre), S. Abortus 

ovis (oveja) o S. Gallinarum (aves), entre otros, aunque la mayoría son ubiquitarios. 

Los principales reservorios son los animales de abasto (tanto de carne roja como 

aves), y en menor medida las aves silvestres, roedores, insectos, peces, moluscos, 

tortugas y reptiles. En general, todo alimento es susceptible de ser contaminado por 

efluentes fecales. Salmonella se disemina en el medio natural a través de excreciones 

humanas y animales, sin multiplicarse de forma significativa, aunque puede sobrevivir 

durante semanas en agua y durante años en suelo en condiciones favorables de 

temperatura, humedad y pH. 

 El género Salmonella es uno de los principales causantes de enfermedades 

transmitidas a través de agua y alimentos. Es común encontrar Salmonella en aves de 

corral, en la cáscara de huevos crudos, y en carne roja. En concreto, el problema que 

supone la presencia de Salmonella en las aves de corral y en las cáscaras de huevo se 

atribuye básicamente a las prácticas utilizadas en este tipo de explotaciones. 

Salmonella es además un posible contaminante en operaciones de transporte de 

animales de abasto, y consecuentemente de la carne durante el sacrificio.  

 Uno de los serotipos de Salmonella más importantes  transmitidos a través del 

agua es Salmonella Typhi, aunque con frecuencia son salmonelas no tifoideas, 

productoras de procesos patológicos menos graves, las responsables de los brotes 

epidémicos por esta vía de transmisión (Madigan et al. 1996). El tratamiento del agua 

destinada al consumo público ha disminuido la incidencia de Salmonella en todo el 

mundo. Así, los brotes epidémicos están a menudo relacionados con fallos en la 

depuración, por contaminación cruzada entre tuberías de la red y aguas residuales, 

inundaciones, efluentes de industrias cárnicas o explotaciones ganaderas. 
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1.1.3 Salmonelosis humana y porcina 

 

 La salmonelosis puede presentar variedad de cuadros clínicos en función del 

serotipo implicado en el proceso y de la especificidad de huésped (Pier et al., 1998), 

entre ellos cuadros de gastroenteritis, fiebre entérica, septicemia, y raramente 

encefalitis (Martin et al., 1994). Los niños, ancianos, enfermos y/o personas 

inmunodeprimidas son los que presentan las manifestaciones clínicas más graves. A 

ello hay que añadir la existencia de portadores asintomáticos. En general, los serotipos 

Typhi y Paratyphi A, B y C producen fiebre entérica en humanos (fiebre tifoidea y 

paratifoidea, respectivamente); el serotipo Choleraesuis produce septicemia o 

infecciones localizadas en cerdo; los serotipos Enteritidis, Typhimurium o Newport 

producen gastroenteritis en humanos y animales, frecuentemente agudas pudiendo 

variar de leves a fulminantes. 

 La fiebre entérica o tifoidea, la más grave de las salmonelosis humanas,  cursa 

con fiebre, malestar, anorexia, mialgias, cefalea, dolor abdominal y/o diarrea 

dependiendo de la magnitud del inóculo ingerido. Puede aparecer también tos y 

epistaxis. Los síntomas se agravan y se presenta fatiga, letargia y desorientación, 

pudiendo aparecer a la semana exantema maculoso o maculopapuloso. Sin tratamiento 

la letalidad llega al 10% (Parry et al., 2002, Maskalyk, 2003). En el caso de las 

salmonelas no tifoideas, la gastroenteritis, es el más común de los cuadros clínicos. La 

infección sobreviene por la ingestión de alimentos contaminados y es clínicamente 

indistinguible de otras gastroenteritis producidas por otros patógenos 

gastrointestinales. Aproximadamente 48 h después de la ingestión se inicia un cuadro 

de dolor abdominal con vómito y diarrea en cantidad moderada, con sangre, moco y 

tenesmo rectal, acompañado de fiebre y/o cefaleas y mialgias. Normalmente se 

autolimita al cabo de 4-8 días. Ocasionalmente requiere rehidratación parenteral y 

hospitalización (Grisaru-Soen et al., 2004, Abe et al., 2004).  

 La salmonelosis porcina, tradicionalmente asociada a Salmonella 

Choleraesuis, aunque producida con mucha más frecuencia por Salmonella 

Typhimurium, cursa de forma septicémica o enterocolítica. La septicemia se presenta 

en cerdos de 3 semanas a 5 meses siendo rara en lactantes. Los lechones aparecen 

inmóviles, anoréxicos, con temperaturas de 40,5 a 41,6º C y tos profunda, ya que 
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puede existir neumonía. Al cabo de unos días las heces se tornan amarillas. Los 

animales afectados suelen agruparse y algunos aparecen muertos con las extremidades 

cianóticas. La letalidad es muy alta (Reed et al., 1986). La forma enterocolítica suele 

ser leve y se observa con mayor frecuencia en cerdos entre el destete y los 4 meses de 

edad. Se presenta con diarreas acuosas, amarillentas, inicialmente sin sangre ni 

mucosidad. En general, las diarreas remiten a los 7 días, aunque pueden ser 

recurrentes, alargando el proceso varias semanas. La letalidad es baja y se asocia a la 

pérdida de potasio. Algunos cerdos pueden desarrollar estenosis rectales secundarias 

(Reed et al., 1986, Oliveira et al., 2005).  

 
1.2 IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL GÉNERO SALMONELLA 

1.2.1 Características generales 

 

El género Salmonella se sitúa dentro de la familia Enterobacteriaceae, Phylum 

Proteobacteria. Salmonella es un bacilo acapsular, de 2-4µm de largo por 0,6 µm de 

ancho, que muestra colonias de entre 2 y 3 mm de diámetro, de color blanco-gris y 

textura viscosa, cuando se aíslan en placas de agar-sangre durante 24h a 37º C. 

 Este género se caracteriza por tener requerimientos nutricionales muy sencillos, 

siguiendo un modelo de fermentación ácido-mixta. La mayoría de cepas son 

prototróficas, aunque algunas cepas principalmente huésped-específicas, necesitan la 

adición en el medio de factores de crecimiento (auxotróficas): uno o más aminoácidos 

o vitaminas.  

Los miembros del género Salmonella, si bien acordes con las características 

que definen la familia a la que pertenecen, se caracterizan por no formar 

acetilmetilcarbinol, producir ácido y gas a partir de la fermentación de glucosa, de 

manitol y casi siempre de sorbitol. También por ser ureasa y fenilalanina desaminasa 

negativos, aunque positivos para lisina y ornitina descarboxilasas. Son indol negativo 

y citrato positivo, y no fermentan ni la sacarosa ni el adonitol.  En medio TSI (Triple 

Sugar Iron) Salmonella produce normalmente H2S. No crece en medio con cianida 

potásica y salvo pocas excepciones (S. gallinarum, S pullorum) Salmonella es móvil 

por disponer de flagelos perítricos, mostrando la mayoría de las cepas variación 

difásica de los antígenos flagelares (Madigan et al., 1996). 
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 La temperatura óptima de crecimiento para Salmonella es de 35 a 37º C, 

aunque crece dentro de un intervalo de 7º a 54º C, y el pH óptimo se sitúa entre 7- 7,5, 

pudiendo crecer entre 4,1 y 9. Salmonella crece en alimentos con valores de actividad 

de agua del 0,93, aunque el valor óptimo se sitúa en 0,995. No crece a valores por 

debajo de 0,93, aunque el tiempo de supervivencia puede durar meses. Sobrevive a la 

refrigeración, a la congelación y a ambientes secos. Es sensible a la mayoría de 

desinfectantes y se destruye a altas temperaturas (60º C durante 2 ó 3 minutos). Puede 

sobrevivir meses fuera de su hospedador. 

 

1.2.2 Aislamiento 

 

 El aislamiento de Salmonella se realiza mediante métodos de cultivo 

tradicionales, que consisten en pre-enriquecimiento en medio líquido no selectivo, 

enriquecimiento en medios líquidos selectivos y aislamiento sobre medios sólidos 

selectivos. 

 Los medios de pre-enriquecimiento, como pueden ser el agua de peptona 

tamponada (APT), el caldo universal (UB) o el medio M9 (APS) son necesarios para 

muestras con una carga bacteriana presumiblemente baja (portadores tratados, 

muestras ambientales,…). La eficacia de estos medios varía dependiendo de su 

capacidad tampón (Hoofar et al., 1998). Por otro lado, el uso de estos medios en 

muestras fecales no está tan claro, incluso se cree que pueden ser contraproducentes 

(Aho, 1992). Hoy, sin embargo el uso de pre-enriquecimiento se propone como 

práctica común en el aislamiento de Salmonella en muestras fecales de cerdo, aunque 

su eficacia no está suficientemente probada (Hoofar et al., 1998, Davies et al., 2000b). 

 El enriquecimiento en medios líquidos selectivos permite, de forma 

competitiva, la proliferación de Salmonella hasta niveles que la hacen detectable en 

medios sólidos al cabo de aproximadamente 24h. Ejemplos de caldos enriquecidos son 

Rappaport-Vassiliadis (RV), Caldo Selenito o Caldo tetrationato. El caldo RV es 

posiblemente el más utilizado, y hay que tener en cuenta que los caldos selenito y 

tetrationato pueden inhibir el crecimiento de algunos serotipos auxotróficos de 

Salmonella. La elección de uno u otro método en función de su mayor eficacia o 

sensibilidad, continúa siendo hoy tema de estudio (Michael et al., 1999, Nollet et al., 
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2001). También se han desarrollado medios semisólidos como posible alternativa al 

caldo de enriquecimiento, como el medio semisólido Rappaport-Vassiliadis 

modificado (MSRV), o el medio DIASALM. Ambos medios aprovechan, por un lado, 

la propiedad selectiva de RV y, por otro, la motilidad que caracteriza a la mayoría de 

cepas de Salmonella (Hoofar et al., 2000, Davies et al., 2001 Nollet et al., 2001, 

Voogt et al., 2001).  

 Los medios sólidos selectivos y/o diferenciales para Salmonella, se basan tanto 

en la inhibición del crecimiento de otras bacterias entéricas, como en la 

discriminación visual de las colonias. A menudo se utilizan tanto la producción de 

H2S como la no fermentación de lactosa como características diferenciales para dicha 

discriminación visual. Dentro de este grupo, existe una gran variedad de medios, con 

mayor o menor especificidad para aislar cepas de Salmonella. Podemos destacar los 

siguientes como los más comúnmente utilizados: agar MacConkey,  xilosa-lisina-

deoxicolato (XLD), xilosa-lisina-tergitol 4 (XLT4),  Hektoen-Enteric (HE), Rambach 

(Ra), Salmonella-Shigella (SS), agar verde brillante novobiocina-glicerol-lactosa 

(NBGL), identificación de Salmonella SM-ID (SM), CHROMagar (CAS), ABC 

médium,  o COMPASS Salmonella agar, entre otros.  

 Existen numerosos estudios que comparan la sensibilidad y especificidad de 

unos medios con otros. En cualquier caso los mejores resultados se dan, para cualquier 

medio, después del proceso de enriquecimiento (Dusch et al., 1995, Ruiz et al., 1996, 

Gaillot et al., 1999, Maddocks et al., 2002). 

 

1.2.3 Caracterización fenotípica 

 

 Como ya es sabido, el fenotipo es la expresión del genotipo y ello es lo que lo 

convierte en un método útil para caracterizar las distintas especies de un mismo grupo 

de microorganismos. Aunque el desarrollo de la biología molecular ha abierto nuevas 

y mejores posibilidades para la caracterización y el posterior estudio de la taxonomía 

y epidemiología bacteriana, los resultados obtenidos con técnicas de caracterización 

fenotípica como pueden ser el perfil bioquímico, el serotipo, el fagotipo, o el perfil de 

antibiorresistencia, les confieren un valor como herramientas complementarias útiles 

para el marcaje epidemiológico. 
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1.2.3.1 Perfil bioquímico 

 

 El perfil bioquímico confirma la identidad de Salmonella frente a otras 

enterobacterias que hayan podido ser aisladas, conjuntamente, en los medios 

selectivos. La determinación del perfil bioquímico se establece como técnica de 

identificación, ya que se trata de una característica distintiva y “estable”, capaz de 

diferenciar a la mayoría de géneros del grupo de las enterobacterias (Farmer et al. 

1985). Así pues, la determinación del perfil bioquímico es el paso siguiente al 

aislamiento.  

 Las pruebas bioquímicas tradicionalmente se han llevado a cabo mediante 

una serie de medios específicos como son: TSI, Citrato de Simons, SIM (Sulfide-

indol-motility), Ureasa, Oxidasa, Catalasa, Vogues-Proskauer, fenilalanina 

desaminasa,…, para detectar y visualizar en ellos una serie de resultados clave en la 

identificación de Salmonella.  

 Las técnicas sistematizadas de identificación de microorganismos se basan 

principalmente en la realización simultánea de determinadas pruebas bioquímicas en 

formato miniaturizado. Así, tenemos por ejemplo procedimientos manuales como el 

sistema API (bioMérieux Inc., Durham, NC), con un periodo de identificación 

estimado de 21 horas, y los sistemas automáticos de identificación, como puede ser 

Vitek (bioMérieux), con tiempos de identificación de entre 4 y 18 horas. Estas 

técnicas, que han evolucionado rápidamente desde su aparición (Stager et al., 1992), 

han aumentado la eficacia de la identificación de los métodos tradicionales, 

introduciendo un mayor número de pruebas bioquímicas específicas. Así, en el caso 

de Vitek se pueden alcanzar porcentajes de entre el 98 y el 99% de identificación 

positiva a las 8 horas (Visser et al. 1992, O’Hara et al. 1993), frente a identificaciones 

positivas con un error estimado de más del 20% en el caso de métodos tradicionales. 

 El perfil bioquímico de Salmonella es estable para la mayoría de los serotipos 

pertenecientes a los 7 subgrupos identificados. El subgrupo I (subespecie enterica) 

que engloba aproximadamente al 60% de los serotipos descritos, los cuales 

representan la práctica totalidad de los aislamientos en muestras clínicas (Brenner et 

al., 2000), se caracteriza bioquímicamente por utilizar el citrato como única fuente de 
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carbono, y ser arginina dihidrolasa, lisina y ornitina positivo. Este subgrupo consta de 

al menos 5 excepciones al perfil típico: los serotipos Typhi, Choleraesuis, Paratyphi 

A, Gallinarum i Pullorum. Ninguno de estos 5 serotipos es capaz de utilizar el citrato, 

con la excepción del serotipo  Choleraesuis, con un 25 % de cepas positivas. Con 

respecto a la presencia de enzimas, el serotipo Paratyphi A es negativo para lisina 

decarboxilasa. Todos son prácticamente negativos para arginina dihidrolasa, 

exceptuando el serotipo Choleraesuis en el que está presente en un 55% de los casos. 

Los serotipos Typhi y Gallinarum son ambos negativos para ornitina decarboxilasa 

(Farmer et al., 1985). Se observan además diferencias en el porcentaje de 

fermentación de algunos azúcares entre estos serotipos y los del resto del subgrupo I 

de Salmonella (Tabla 2). 
 

TABLA 2. Serotipos de Salmonella del subgrupo I y porcentajes de fermentación de 

azúcares (Farmer et al., 1985).  

 Serotipos Azucares (1) 
  Lac Sac Raf Glu  GluG Mal Man Xil Ram Ara Dul Ino Sor 

 subgrupo I 1 1 2 100 96 97 100 97 95 99 96 35 95 
Typhi 1 0 0 100 0 97 100 82 0 2 0 0 99 
Choleraesuis 0 0 1 100 95 95 98 98 100 0 5 0 90 
Paratyphi A 0 0 0 100 99 95 100 0 100 100 90 0 95 
Gallinarum 0 0 10 100 0 90 100 70 10 80 90 0 1 
Pullorum 0 0 1 100 90 5 100 90 100 100 0 0 10 

 (1) Lac: lactosa, Sac: sacarosa, Raf: rafinosa, Glu: glucosa, GluG: producción de gas, Mal: maltosa, Xil: xilosa, Ram: 
ramnosa, Ara: arabinosa, Dul: dulcitol, Ino: Inositol, Sor: sorbitol. 
 

1.2.3.2. Serotipo 

 

 El serotipado permite identificar cepas del género Salmonella mediante la 

determinación de su composición antigénica: antígenos somáticos (O), antígenos 

flagelares (H), que mayoritariamente constan de 2 fases (H1 y H2), siendo ésta una 

característica exclusiva del género, y para ciertos serotipos, el antígeno capsular (Vi) 

(Tabla 3). 

 La identificación de los serotipos se basa en el esquema propuesto por 

Kauffman y White (Popoff et al., 1997), incluyendo sólo los antígenos de superficie 

de importancia diagnóstica (Le Minor et al., 1984). Así, a cada Salmonella se le 
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asigna una “fórmula” antigénica determinada, habiéndose identificado un total de 

2.541 serotipos hasta el año 2002 (Centers for Disease Control and Prevention, 2004). 

 La fórmula antigénica se representa mediante una combinación de números y 

letras. A modo de ejemplo, la fórmula antigénica de Salmonella Typhimurium es 

1,4,5,12:i:1,2. En primer lugar, aparecen los antígenos O separados por comas. En 

ocasiones alguno de estos números figura entre corchetes, lo que significa que no 

siempre está presente. A continuación, para aquellos serotipos que lo presentan, 

aparece el antígeno capsular, separado de los anteriores también por comas. Y, 

finalmente separados de los anteriores mediante dos puntos, los antígenos flagelares, 

cuyas fases se separan asimismo por dos puntos. La primera fase (H1) se representa 

con letras minúsculas, aunque los nuevos antígenos descubiertos tienen asignados 

valores del tipo: z6, z10, etc. La segunda fase (H2) se representó inicialmente con 

números arábigos, aunque hoy los nuevos antígenos se representan con letras (Popoff 

et al., 2001). Los antígenos flagelares pueden presentarse de forma monofásica en 

algunas cepas, de manera que no expresan la segunda fase flagelar y se representa con 

el signo “-”. Existen cepas monofásicas que pueden presentar ocasionalmente la 

segunda fase flagelar, opcionalmente en la fórmula figura el signo “-” ó bien el 

antígeno entre corchetes. Aunque el serotipado no es una técnica rutinaria en los 

laboratorios de diagnóstico, es una referencia obligada en los estudios de 

salmonelosis. 
 

TABLA 3. Algunos ejemplos de serotipos y sus fórmulas antigénicas (Espigares et al. 

2002, CDC, 2004). 
________________________________________________________________________________________________________________ 

  Serotipos   Antígenos Somáticos y flagelares                 Fórmula Antigénica  

 O H1 H 2  

S. Paratyphi A 1,2,12 a [1,5] S. I(1)  1,2,12:a:-   ó   1,2,12:a: [1,5] 
S. Paratyphi B 1,4,[5],12 b 1,2 S. I     1,4,[5],12:b:1,2 
S. Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2 S. I     1,4,[5],12:i:1,2 
S. Virchow 6,7 r 1,2 S. I     6,7:r:1,2 
S. Typhi     9,12, [Vi] d - S. I     9,12, [Vi]:d:- 
S. Enteritidis 1,9,12 g,m [1,7] S. I  1,9,12:g,m:- ó  1,9,12:g,m: [1,7] 
S. Pullorum(2) 1,9,12 - - S. I     1,9,12:-:- 

(1) abreviatura de Salmonella enterica subespecie enterica (o subgrupo I) 
(2) serotipo inmóvil 
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1.2.3.3. Fagotipo 

 

 Las cepas pertenecientes a un mismo serotipo de Salmonella, pueden 

diferenciarse en función de sus patrones de sensibilidad, frente a un grupo 

seleccionado de bacteriófagos. El fagotipo o lisotipo es de gran valor en el estudio 

epidemiológico de Salmonella, ya que  existe un alto porcentaje de correlación entre 

fagotipo y origen epidémico. Aunque algunos de los recursos serológicos pueden 

utilizarse para distinguir cepas de serotipos como Typhimurium, las diferencias se 

evaluarán con mayor precisión mediante el fagotipado (Rabsch et al. 2002), 

permitiendo ampliar la información necesaria para establecer posibles relaciones 

epidemiológicas.  

 Los serotipos Typhi, Paratyphi A y B, Typhimurium y Enteritidis han sido los 

más fagotipados desde un inicio. Existen más de 100 fagotipos distintos de S. Typhi 

(Craigie et al. 1938) y se han identificado hasta el momento más de 300 para S. 

Typhimurium (Callow, 1959, Anderson et al. 1977), de los cuales más de 200 son 

fagotipos definitivos (DTs) (Liebana et al., 2002). Se han desarrollado, además, 

esquemas de fagotipado para otros serotipos de importancia clínica: Braenderup 

(Sechter et al. 1968), Newport (Petrow et al. 1974), Virchow (Chambers et al. 1987) o 

Agona (Tyc, 1990) entre otros. 

 En general, al igual que el serotipado, la técnica de fagotipado, no se lleva a 

cabo de forma rutinaria en todos los laboratorios, pero se establece como marcador 

epidemiológico complementario al serotipado. De hecho, a raíz de la caracterización 

de la cepa pentarresistente de S. Typhimurium DT104 en el Reino Unido (Threlfall et 

al., 1994, Low et al., 1997) y los EEUU (Angulo F, 1997, Glynn et al., 1998), el 

fagotipo ha pasado a formar parte de la taxonomía de este serotipo para la mayoría de 

estudios de caracterización de cepas (Wray et al., 1998, Briggs et al., 1999, Liébana et 

al. 2002, Lan et al., 2003).  

 

1.2.3.4. Antibiorresistencia 

 

 La aparición de antibiorresistencias en Salmonella, y otras bacterias zoonóticas, 

está ligada al abuso de antibióticos como tratamiento terapéutico y promotor de 
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crecimiento en el ganado (Witte, 1998, Schroeder et al, 2002). Esto ha producido una 

inevitable selección de cepas resistentes de la flora comensal y patógena de los 

animales. Posiblemente por ello, los niveles de antibiorresistencia de la flora comensal 

del intestino en humanos se han visto también incrementados (van den Bogaard et al 

2000).  

 En la adquisición de resistencias frente a antimicrobianos están implicados 

numerosos mecanismos relacionados con elementos genéticos móviles (de transmisión 

horizontal): plásmidos, transposones e integrones, jugando estos un papel importante 

en su diseminación (Davies, 1994). 

 Conocer los niveles de resistencia a antimicrobianos de Salmonella es de 

interés tanto sanitario como epidemiológico. Las técnicas utilizadas para determinar 

antibiorresistencias se clasifican en general, en manuales (métodos de difusión y 

métodos de dilución) y semiautomáticas/automáticas (Ej. miniAPI, Vitek System o 

Walkway System). La mayoría de estas técnicas determinarán si la bacteria es 

resistente o sensible frente a la acción de un determinado antimicrobiano, existiendo 

además un valor de sensibilidad intermedio, cuya interpretación en clínica supondrá la 

adopción de distintas actuaciones frente a la infección como por ejemplo las dosis a 

suministrar. Las pruebas de sensibilidad por métodos de dilución además, permiten 

determinar las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI), con lo cual se obtiene una 

medida in vitro más precisa de la actividad de un antimicrobiano. 

 Establecer un perfil de antibiorresistencia es una práctica común, sencilla, 

rápida y accesible para la caracterización de cepas de Salmonella en estudios 

epidemiológicos. Un patrón de resistencias similar puede indicar cierta clonalidad, 

siempre y cuando las cepas en estudio sean geográficamente cercanas. Aunque las 

resistencias hayan sido transferidas de forma horizontal, se ha demostrado en 

Salmonella Typhimurium DT104 la integración de ciertas antibiorresistencias a nivel 

cromosómico (Threlfall et al., 1994, Briggs et al., 1999).  

 

1.2.4 Caracterización genotípica 

 

 La ingeniería genética y la biología molecular nos permiten conocer y 

estudiar el genoma de las bacterias para su ordenación y clasificación, de acuerdo a un 
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criterio mucho más amplio que el obtenido a través de los métodos de caracterización 

fenotípica. Los métodos de caracterización genotípica disponen en general de mayor 

poder de discriminación, reproducibilidad y tipabilidad que los métodos fenotípicos, 

aunque estos últimos sean de gran interés por su mayor sencillez, rapidez, y en 

general, menor costo. Para la caracterización de Salmonella destacan el perfil 

plasmídico, los patrones de digestión de ADN por endonucleasas (como los patrones 

de restricción cromosómica y la electroforesis en campo pulsado (PFGE)), el revelado 

de fragmentos específicos mediante hibridación con sondas (como el ribotipado y la 

presencia de la secuencia de inserción IS200) y los métodos basados en la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR).  

 

1.2.4.1 Perfil plasmídico 

 

 Los plásmidos son fragmentos de ADN circular, que pueden replicarse 
autónomamente dentro de la bacteria, funcionando como vectores de clonación y 

permitiendo la transmisión horizontal de resistencias o de factores de virulencia, entre 

otros. 

 El perfil plasmídico (número y tamaño de plásmidos) de un microorganismo 

permite su caracterización y la detección de similitudes y diferencias entre cepas, 

pudiendo utilizarse como marcador epidemiológico.  

 La mayoría de métodos utilizados para la extracción de plásmidos son kits 

comerciales de purificación (Gibco BRL, QIAGEN, etc.) basados, mayoritariamente, 

en  los métodos descritos por Birnboim et al. en 1979 y Kado et al. en 1981. 

 Para la caracterización, el estudio y la vigilancia epidemiológica de 

Salmonella, la determinación del perfil plasmídico es casi rutinaria junto a 

determinados métodos fenotípicos y, como mínimo, a algún otro método genotípico 

de análisis cromosómico (Ridley et al., 1998,  Echeita et al., 2001, Gebreyes et al., 

2002, Liébana et al., 2002,  Lindqvist et al., 2004). El análisis plasmídico es también 

importante para el estudio del mecanismo de adquisición de antibiorresistencias en 

Salmonella (Batchelor et al, 2005, Reddy et al. 2005). 
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1.2.4.2 Patrones de restricción cromosómica 

 

 La técnica RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) descrita por 

Kan y Dozy en 1978, se basa en la detección de fragmentos de ADN de distinto peso 

molecular, después de someterlo a un proceso de digestión con una enzima de 

restricción determinada. Dependiendo de si la enzima utilizada es de corte frecuente o 

no, obtendremos mayor o menor número de fragmentos. Inicialmente se utilizaron 

enzimas de restricción de corte frecuente que proporcionaban patrones de restricción 

electroforéticos con un gran número de bandas. La tecnología RFLP se utiliza como 

primer paso en los métodos de hibridación como el IS200-RFLP (Jeoffreys et al. 

2001) entre otros y se considera variante del método PCR, cuando se aplica a una 

secuencia conocida de ADN amplificada, es decir, PCR-RFLP (Allen et al., 2002, 

Kisiela et al., 2005).  

 

1.2.4.3 Técnicas de hibridación. 

 

 En general, para la caracterización de cepas de Salmonella las técnicas de 

hibridación más utilizadas son el ribotipado y la detección de la secuencia de inserción 

IS200. El ribotipado se basa en el estudio del polimorfismo de patrones de restricción 

de genes muy conservados de ARN ribosómico y secuencias asociadas. El ADN se 

extrae de la bacteria y se corta, mediante enzimas de restricción, en fragmentos de 

distintos tamaños. Posteriormente se transfieren a una membrana y son detectados con 

una sonda de la región del operón del ADNr (sonda universal). El patrón de bandas 

obtenido (ribotipo) variará, además de en función de la cepa, en función de las 

enzimas utilizadas (Esteban et al. 1993, De Cesare et al. 2001), aumentando el poder 

de discriminación cuando se utilizan un mayor número de enzimas. Esta técnica, se 

estableció a principios de los 90, como una de las de elección para la caracterización 

genotípica de Salmonella (Lagatolla et al., 1996, Fontana et al., 2003, Pasquali et al., 

2004). 

 Las secuencias de inserción son elementos repetitivos y conservados de ADN 

que se encuentran tanto en bacterias como en células eucariotas. La secuencia de 

inserción IS200 se encuentra en más del 90% de los aislamientos del género 
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Salmonella, a excepción de Salmonella enterica serotipo Agona. También se han 

detectado en algunas cepas del género Shigella.  Al igual que el ribotipado, la 

detección de la secuencia de inserción IS200 específica de Salmonella (Gibert et al. 

1990), se basa en la técnica de hibridación, en la cual los fragmentos de restricción se 

hibridan con un fragmento de dicha secuencia (Sanderson et al., 1993, Threlfall et al., 

1994, Echeita et al., 2001, Liu et al., 2003, Lindqvist et al., 2004). 

 

1.2.4.4 Electroforesis en campo pulsado  

 

 En 1982, Schwartz y Cantor introdujeron el concepto de que moléculas de 

ADN mayores de 50kb hasta más allá de 10 Mb, podían separarse mediante el uso 

alternado de dos campos eléctricos (Schwartz et al., 1982, 1984). Hasta ese momento 

sólo fragmentos de ADN de entre 100 a 200 pares de bases hasta 50kb eran separados 

rutinariamente a través de técnicas convencionales de electroforesis. La capacidad de 

separar fragmentos de pesos distintos en un campo eléctrico estático y continuo, se 

pierde cuando se trata de separar moléculas de gran tamaño. Si el ADN se fuerza a 

cambiar de dirección durante la electroforesis, fragmentos de distintos pesos 

empezarán a separarse entre ellos. Con cada reorientación del campo eléctrico, los 

fragmentos de ADN más pequeños se moverán hacia la nueva dirección más 

rápidamente que los fragmentos mayores. Estos se quedarán atrás separándose de los 

primeros. Se han descrito distintos modelos que explicarían el comportamiento del 

ADN durante la PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis). Entre estos se encuentran el 

“chain model” ó el “bag model” (Chu et al., 1991). 

 La manipulación del ADN intacto se lleva a cabo mediante la fijación de todo 

el material celular dentro de pequeños bloques de agarosa de bajo punto de fusión. 

Tras eliminar los restos celulares, el ADN es digerido por enzimas de restricción 

específicas de corte poco frecuente. La PFGE nos permite analizar un número 

pequeño de grandes fragmentos frente a un número elevado de fragmentos pequeños 

con la electroforesis convencional. 

 Los distintos sistemas utilizados para llevar a cabo la electroforesis en campo 

pulsado se pueden clasificar en 2 categorías. La más sencilla está basada en la 

inversión periódica de la polaridad de los electrodos durante la electroforesis, así el 
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ADN se somete a un ángulo de reorientación de 180º (Field Inversión Gel 

Electrophoresis, FIGE) (Carle, 1986), asegurando la linealidad de los resultados y 

simplificando así las comparaciones de los patrones obtenidos. La segunda  categoría 

implica instrumental que reorienta los fragmentos de ADN en ángulos oblicuos (96º 

hasta 165º) resultando en un movimiento en zigzag y hacia delante, produciendo una 

separación más rápida con un rango mayor de fragmentos en un mismo gel (Birren et 

al., 1988). Para asegurar la linealidad de los patrones resultantes, se han diseñado 

sistemas como el de Contour-clamped Homogeneus Electric Field electrophoresis 

(CHEF) (Chu et al., 1986) o el de Rotating Gel Electrophoresis (RGE) (Southern et 

al., 1987, Serwer et al., 1990). El primero utiliza varios electrodos dispuestos 

hexagonalmente, con campo eléctrico homogéneo y con cambios de dirección del 

campo llevados a cabo electrónicamente. En el segundo el campo eléctrico está fijado 

y se hace rotar el gel para cambiar la dirección del ADN.  

  Esta técnica fue estandarizada por el CDC (Centers for Disease Control and 

Prevention) en el año 1996, para el programa de vigilancia conocido como PulseNet, 

The National Molecular Subtyping Network for Foodborne Disease Surveillance, por 

su capacidad en la obtención de patrones de restricción, su alta especificidad y 

reproducibilidad entre los distintos laboratorios permitiendo caracterizar la práctica 

totalidad de cepas patógenas estudiadas con gran poder de discriminación 

(Swaminathan et al., 2001). Actualmente, se establece como el método de elección 

para los estudios epidemiológicos de patógenos, y entre ellos, de Salmonella (Threlfall 

et al., 1996, Ridley et al., 1998, Kariuki et al., 1999, Lindstedt et al., 2000, Garaizar et 

al., 2000, Baggesen et al., 2000, Lailler et al., 2002, Liu et al., 2003, Lawson et al., 

2004, Güerri et al., 2004, Eriksson et al., 2005). 

 

1.2.4.5 Reacción en cadena de la polimerasa  

 

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por Kary B. Mullis en 

1983 (Mullis et al., 1987) y perfeccionada por Saiki et al. en 1985 y White et al. en 

1989, se basa en el reconocimiento y la amplificación de una fracción de ADN in vitro 

mediante la acción de una ADN-polimerasa termoestable. 
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 La PCR se utiliza para obtener la suficiente cantidad de ADN para su análisis, 

siendo su aplicación principal el diagnóstico. Sin embargo, la PCR per se, no es útil 

como marcador molecular, aunque es la base de  un número cada vez mayor de 

técnicas que, a partir de pequeñas cantidades iniciales de ADN, permiten amplificar 

secuencias al azar (Random Amplified Polymorphic DNA RAPD, Arbitrarily Primed-

PCR AP-PCR, Amplified Fragment Length Polymorphism AFLP), las más utilizadas 

para la caracterización de Salmonella, o específicas (Simple Sequence Repeats SSR, 

Cleaved Amplified Polymorphic Sequence CAPS).  

 Entre las PCR de secuencias al azar, el RAPD utiliza oligonucleótidos cortos 

(10 pb) de secuencias arbitrarias y de baja especificidad, que permiten amplificar 

fragmentos pequeños de ADN (Welsh et al. 1990, Williams et al. 1990). La AP-PCR 

es esencialmente parecida a la anterior, con la salvedad de que el oligonucleótido es 

mayor (>20pb), y de que combina un ciclo de baja especificidad con ciclos de alta 

astringencia. En el caso de la AFLP se utilizan dos enzimas, una de corte frecuente y 

otra de corte poco frecuente. Los fragmentos obtenidos posteriormente se amplifican 

utilizando “primers” de extremos compatibles con el punto de corte enzimático 

(Janssen et al. 1997). En este caso se utilizan geles de poliacrilamida para la 

resolución de los fragmentos obtenidos.  

 

1.2.5 Revisión crítica de los métodos de caracterización 

 

 Para establecer la validez y utilidad de un método de caracterización 

epidemiológico se consideran, básicamente, criterios de reproducibilidad, tipabilidad y 

poder de discriminación. Sin embargo, existen otros criterios importantes a tener en 

cuenta a la hora de elegir un método frente a otro, como son el tiempo necesario para 

obtener resultados, el coste, la disponibilidad de material adecuado, la existencia de 

personal cualificado con experiencia adecuada, etc.  

 Se han llevado a cabo varios estudios comparativos para valorar la eficacia de 

los distintos métodos de caracterización fenotípica y/o genotípica de Salmonella 

(Holmberg et al., 1984, Olsen et al., 1994, Olive et al., 1999, van Belkum et al., 2001, 

Liébana, 2002).  
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 Los métodos fenotípicos como el perfil bioquímico y el serotipado, se utilizan 

básicamente para la identificación. Consecuentemente, ambos métodos tienen un 

poder de discriminación bajo. En el primer caso, la determinación del perfil 

bioquímico de manera automática ha mejorado sin embargo su reproducibilidad y 

tipabilidad. Tanto la valoración del perfil bioquímico como el serotipado son métodos 

imprescindibles para la identificación y estudio epidemiológico de Salmonella.  

 El fagotipado permite diferenciar cepas (fagotipos) dentro del mismo 

serotipo, pero su uso no es sistemático en la mayoría de laboratorios. Además, algunos 

fagotipos aparecen con una alta prevalencia en ciertas áreas geográficas, por lo cual 

posee un poder de discriminación insuficiente y no refleja necesariamente clonalidad 

(Liébana et al., 2002). En cambio, sí es interesante, aunque no concluyente, como 

marcador epidemiológico intraserotípico en el estudio de brotes. 

   La metodología para determinar el patrón de sensibilidad a los 

antimicrobianos está disponible en cualquier laboratorio, siendo un método 

reproducible y fácilmente interpretable. Aunque posee un insuficiente poder de 

discriminación como método de tipificación, es útil como marcador epidemiológico 

complementario (van Belkum et al, 2001). En general, al igual que el fagotipado, se 

utiliza como marcador epidemiológico complementario de métodos de caracterización 

genotípica (Holmberg et al., 1984, Kariuki et al., 1999, Gebreyes et al., 2002, Lailler 

et al., 2002). 

 Los métodos basados en marcadores moleculares se han establecido como los 

que mejor cumplen los criterios iniciales, aunque con importantes diferencias entre 

ellos. 

 Respecto al perfil plasmídico, algunos autores han defendido la idea de 

utilizarlo como único marcador genético en el estudio epidemiológico de cepas de 

Salmonella (Wray et al. 1990, Wray et al., 1998), debido a su rapidez y simplicidad 

entre otras ventajas. Esta metodología se demuestra más eficaz para los serotipos 

Typhimurium o Virchow (Baggesen et al. 2000, Torre et al. 1993) que para Enteritidis 

(Liébana et al., 2001a). La identificación de plásmidos es útil como marcador 

epidemiológico complementario intraserotípico, mientras exista una cantidad mínima 

de presión selectiva en el medio ambiente, aunque esto incremente la inestabilidad del 

perfil obtenido (Pohl et al. 1980, Liebana E., 2002). 
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 El patrón de restricción cromosómica se establece como un método sensible y 

relativamente fácil de llevar a cabo, útil si se comparan un número pequeño de cepas, 

cuando se utilizan de forma exclusiva endonucleasas de corte frecuente, ya que se 

generan perfiles muy complejos para interpretar y comparar a gran escala. Sin 

embargo, los fragmentos de gran peso molecular no se resuelven en la electroforesis 

convencional, lo cual no permite la obtención de un patrón cromosómico completo.  

  Los métodos basados en la técnica PCR tienen, en general, baja 

reproducibilidad. Así, la técnica RAPD que puede utilizarse como único método de 

caracterización genotípico en Salmonella (Hilton et al., 1997, Soto et al., 1999, 

Betancor et al., 2004) suele acompañarse de técnicas con una mayor reproducibilidad 

(Eriksson et al., 2005), al igual que la técnica AP-PCR (Burr et al., 1998). La técnica 

AFLP, sin embargo, mejora estos resultados (van Belkum et al., 2001) confirmándose 

como un buen marcador epidemiológico para Salmonella (Savelkoul et al., 1999, Nair 

et al., 2000, Mmolawa, et al., 2002, Hu et al., 2002, Lan et al., 2003). 

 El ribotipado, que muestra un menor poder de discriminación que la PFGE, 

permite obtener resultados más rápidamente mediante métodos automáticos como 

puede ser el RiboPrinter. Varios estudios de principios de los 90, llevados a cabo con 

distintos serotipos de Salmonella, demuestran la utilidad del ribotipado como 

marcador epidemiológico complementario al perfil plasmídico, y a métodos 

fenotípicos como el fagotipado y el perfil de antibiorresistencia (Martinetti et al., 

1990, Nastasi et al., 1991, Olsen et al., 1992). Por su parte, la técnica para la detección 

de la secuencia de inserción IS200, aunque es reproducible, tiene una utilidad en 

ocasiones cuestionable debido a la presencia variable y limitada de esta secuencia 

dentro de algunos serotipos de Salmonella (Torre et al., 1993). 

 La PFGE, establecida como la técnica de elección para el estudio de clones 

de Salmonella enterica (Usera et al., 1998, Liébana et al., 2001b) es sin duda la mejor 

herramienta de caracterización genética de que disponemos actualmente. Sin embargo, 

muestra ciertas limitaciones para diferenciar cepas de S. Enteritidis (Thong et al., 

1995, Liébana et al., 2002a). Por otro lado, la elección correcta de la enzima (o 

enzimas) de restricción y las condiciones óptimas de carrera, así como el tiempo y los 

medios necesarios para llevarla acabo, siguen siendo el punto débil de la técnica. 
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1.3 EPIDEMIOLOGÍA DE LA SALMONELOSIS 

1.3.1 Distribución geográfica 

 

 La salmonelosis es la toxiinfección alimentaria transmitida a través de 

productos y subproductos de origen animal más importante en los países 

desarrollados. Su seguimiento y control se ha convertido en una cuestión prioritaria de 

salud pública. En Europa se declaran una media de 73 casos por cada 100.000 

habitantes, con una variación de entre 1,8 a 136 casos dependiendo del método 

diagnóstico, la comunicación de los datos y los hábitos culinarios de cada país. Se 

estima sin embargo que la cifra real está alrededor de los 450 casos por cada 100.000 

habitantes (Berends et al.,1998), causando 3 muertes por cada millón de habitantes. El 

CDC en Estados Unidos comunicó en 2001 una media de 400 muertes por 

salmonelosis al año (Voetsch et al., 2004).  

 En el año 2000, la OMS fundó la Global Salm-Surv (WHO-GSS) para reducir 

el peso y a la vez, el efecto global que representan las enfermedades de origen 

alimentario, mediante la recopilación de la información obtenida en los laboratorios de 

referencia de cada país. Estos datos se analizaron para detallar la distribución global 

de los serotipos de Salmonella en muestras tanto humanas como no humanas. 

Cuarenta y siete de los 138 países pertenecientes a esta organización en todo el mundo 

enviaron datos del periodo 2000-2002, de un total de casi 300.000 casos de 

salmonelosis humanas y poco más de 65.000 no humanas (España, Francia, Holanda, 

Gran Bretaña, e Irlanda fueron algunos de los ausentes a nivel Europeo). En general, 

los serotipos más comunes distribuidos en los 5 continentes son Enteritidis (63%), 

Typhimurium (14%) y Newport (2,6%) en muestras de origen humano y 

Typhimurium (22,3%), Heidelberg (9,3%) y Enteritidis (8,9%) en las de origen no 

humano. Salmonella Typhimurium en muestras humanas es el serotipo más frecuente 

en Oceanía, África y América del Norte, mientras que Enteritidis lo es en Europa, 

América del Sur y Asia (Galanis et al., 2004). 

 En España, al igual que en el resto de Europa, los serotipos con mayor 

prevalencia son Enteritidis y Typhimurium, habiendo mostrado el segundo un 

descenso importante en relación al primero en los últimos años. 
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1.3.2 Prevalencia 

 

 El estudio de la prevalencia de Salmonella en la explotaciones animales y la 

industria cárnica de bovino, porcino, aves y subproductos es importante, además de 

por su efecto sobre la sanidad animal, por la necesidad de elaborar planes de salud 

pública y programas de control, ya que el contagio en países desarrollados se debe 

generalmente a la ingestión de alimentos contaminados.  

En granjas de producción porcina en la UE, se estudiaron las prevalencias en 

cerdas jóvenes en granjas de desarrollo y, después del transporte, en granjas de 

reproducción. La prevalencia de Salmonella aumentó de <4% a  >20% (Davies et al., 

2000). Se observó también el aumento en la prevalencia en animales evaluados en 

granja y posteriormente en matadero. El incremento podía pasar del 9% al 80%, 

respectivamente (Davies, 1999, Hurd et al., 2001).  

La carne de cerdo, causante del 10% al 23% de los casos de salmonelosis 

humana en varios países de la UE (Steinbach et al., 1999) presenta en las canales una 

prevalencia del 3,8 %, cuyo origen puede deberse al propio animal positivo (70% de 

los casos), a la contaminación cruzada con otros animales (Berends et al., 1997), o 

haberse contaminado en el matadero sin tener nada que ver con las condiciones de la 

granja de origen. 

Entre los años 1998 y 2001 la Food Safety and Inspection Service (FSIS) de 

Estados Unidos detectó una prevalencia en muestras de carne de pollo y cerdo del 

10,7% y el 5,4% respectivamente, destacando un 29,2% en carne picada de pavo. 

En general los sistemas de producción "todo dentro-todo fuera", rigurosas 

prácticas de limpieza, la correcta separación de animales enfermos, etc, en un ciclo 

cerrado de producción, reducen la prevalencia de Salmonella evitando la formación de 

ciclos continuos de reinfecciones procedentes del ambiente (van der Wolf et al., 

2001a, Lo Fo Wong et al., 2004, Miller et al., 2005). Los programas de control 

adoptados por países como Suecia o posteriormente Dinamarca, han reducido la 

prevalencia de Salmonella de forma drástica. En Dinamarca, Bager en 1996, estimó 

una prevalencia del 20% de Salmonella Enteritidis en las cáscaras de huevo, antes del 

programa de control iniciado para reducir la presencia de Salmonella en las gallinas 
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ponedoras. Estas tenían una prevalencia inicial de >7%, que se redujo después del 

programa a  <2% en 2001 (Wegener et al., 2003).  

 La prevalencia de los serotipos Enteritidis y Typhimurium en el conjunto de 

aislamientos informados en España en el año 1997 al Laboratorio Nacional de 

Referencia de Salmonella y Shigella (LNRSSE), fue del 45% y el 32% 

respectivamente en el año 1997 y del 61% y el 20% en el 2001 (Echeita et al., 2005). 

La prevalencia media estimada durante estos años se sitúa en el 51% y el 24%, 

respectivamente. La aparición de la variante monofásica de Typhimurium (4,5,12:i:-) 

en el año 1997, con una prevalencia del 4% en 1998 y un 2,3% en el 2001 han hecho 

que este variedad pase a situarse en el 4º lugar en cuanto a aislamientos en nuestro 

país, por detrás del serotipo Hadar y ligeramente por encima de Virchow. Su 

prevalencia en los últimos años se ha situado en el 3% (de Frutos et al., 2005). 

 En España, los fagotipos más comunes del serotipo Enteritidis son 1, 4, 6A y 

6. El fagotipo 1, ha aumentado considerablemente en los últimos años, pasando de un 

25% a un 40% en el período de 1997 hasta 2001, con el doble de casos informados en 

ese último año. El fagotipo 4, sin embargo, ha pasado de un 40% a un 21%, durante el 

mismo período de tiempo. Estos porcentajes se han mantenido estables durante los 

años 2002 y 2003 (Echeita et al., 2005). En cuanto a los fagotipos del serotipo 

Typhimurium, los más frecuentes son 104, 104B, 193 y U302 en orden de incidencia 

en el año 1998. Cabe destacar que en ese año se describió por primera vez el fagotipo 

U302 ya que fueron incorporados 2 nuevos fagos adicionales al esquema del serotipo 

de Typhimurium. La prevalencia de este fagotipo ha aumentado considerablemente 

desde entonces, pasando a ser el más aislado en el año 2001, ligeramente por encima 

del fagotipo 104, y doblando el porcentaje de aislamientos pertenecientes al fagotipo 

104b. En el 2003, el fagotipo U302 volvió a ser el más frecuente, mientras que los 

fagotipos 104 y 104b se mantuvieron por detrás del fagotipo 193. 

 

1.3.3 Vigilancia epidemiológica 

 

  La recopilación sistemática de datos proporcionados por los servicios de 

diagnóstico y laboratorios de referencia, así como la investigación y el análisis sobre 
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la incidencia y prevalencia de Salmonella, son de gran importancia para el control y la 

prevención de la salmonelosis.  

 La eficacia de un sistema de vigilancia epidemiológica, requiere un 

planteamiento plural que implique la participación integral de organismos de salud 

pública, tanto locales como estatales. Un programa de vigilancia a nivel supraestatal o 

mundial, necesita buenos sistemas y estrategias de detección dentro de cada país y el 

compromiso de los países participantes de informar sobre la incidencia y prevalencia 

de la infección. Así tenemos programas como la Red Básica de Vigilancia (Basic 

Surveillance Network) (2000) financiada por la Comisión Europea y la WHO-GSS 

(2000), entre otras. Sin embargo, para el estudio de brotes epidémicos, no es suficiente 

con proporcionar datos relacionados únicamente con el serotipo, ya que prácticamente 

el 80% de las salmonelosis en humana en todo el mundo pertenecen a los serotipos 

Enteritidis y Typhimurium, siendo también los más aislados en muestras no humanas. 

La introducción del fagotipo y otros métodos fenotípicos como la antibiorresistencia, 

son de gran ayuda aunque no son métodos concluyentes, haciendo necesario el uso de 

algún método de caracterización molecular. 

  Los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades del 

Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos (HHS/CDC), 

propusieron elaborar, a través del programa PulseNet (1993), un banco de datos a 

partir de los patrones de restricción obtenidos mediante la técnica de PFGE, de 

patógenos aislados en personas enfermas y alimentos sospechosos de estar 

contaminados, utilizando tanto equipos como métodos estandarizados (Swaminathan 

et al., 2001). De manera que el rápido acceso a la base de datos permitiría la 

comparación de los perfiles para determinar la similitud o no de las cepas. Este 

método se ha empleado también en Canadá, América del Sur y varios países de Asia. 

A diferencia de lo que sucede en Europa, el fagotipado de cepas de Enteritidis y 

Typhimurium no es sistemático en los EEUU. 

  El proyecto Salm-Gene en Europa valoró además los resultados obtenidos 

tras combinar la información resultante de los patrones de PFGE para el estudio 

epidemiológico de brotes de Salmonella con el serotipo y el fagotipo (Peters et al. 

2003). Durante el desarrollo del proyecto Salm-gene, también se realizaron consultas 
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con PulseNet en los EEUU y Canadá para garantizar que los datos fueran comparables 

entre Europa y Norteamérica. 

  Salm-Gene se ha convertido en una base de datos de patrones moleculares 

para Salmonella, que forma parte de Enter-Net, que es a su vez una base de datos 

mucho más amplia para la vigilancia de estos patógenos y sus antibiorresistencias. 

Enter-Net engloba a los países de la antigua “Europa de los 15” junto a Suiza y 

Noruega. Esta es, a su vez, la base de datos continuación de Salm-Net (1994-97), 

creada para “armonizar los procedimientos de fagotipado de Salmonella y establecer 

una base de datos internacional de actualización periódica” (Fisher et al., 1999).
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2. HIPÓTESIS 
 
Los aproximadamente 1500 serotipos descritos de Salmonella enterica subespecie 

enterica presentan, en general, un perfil bioquímico muy similar, establecido a partir 

de los resultados positivos o negativos de reacciones bioquímicas específicas. 

Sabemos que las cinéticas de estas reacciones son variables que dependen de factores 

nutricionales y genéticos. También sabemos que el estudio epidemiológico entre cepas 

de Salmonella se realiza mediante la combinación de métodos de caracterización 

fenotípica y genotípica. Así pues, cabría esperar, que la combinación de fagotipo, 

perfil de antibiorresistencia, perfil plasmídico y electroforesis en campo pulsado fuera 

capaz de establecer el posible origen de cepas de Salmonella y que el perfil 

bioquímico, ampliado con datos de cinéticas metabólicas obtenidos en condiciones 

nutricionales constantes, podría ser utilizado como marcador epidemiológico 

preliminar. 

 

3. OBJETIVOS 

 

1. Establecer la posible relación genética de la cepa monofásica Salmonella 

enterica subesp. enterica (4,5,12:i:-), detectada por primera vez en España en 

1997, con distintas cepas del serotipo Typhimurium (4,5,12:i:1,2) mediante la 

utilización combinada de técnicas de caracterización molecular y fenotípica, 

con el fin de determinar si se trata de una variedad monofásica del serotipo 

Typhimurium, o bien puede tratarse de un nuevo serotipo monofásico. 

 

2. Valorar si los resultados obtenidos al estudiar las cinéticas metabólicas de las 

reacciones bioquímicas utilizadas rutinariamente para la identificación de cepas 

de Salmonella, permiten biotipar aislamientos de manera que se puedan 

determinar de forma rápida y preliminar relaciones entre cepa. 
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4. PUBLICACIONES 
 
 
4.1 Estudio 1:  
 
 
“Several Salmonella enterica subsp enterica serotype 4,5,12:i:- phage types isolated 

from swine samples originate from serotype Typhimurium DT U302” 
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Pulsed-field gel electrophoresis, plasmid profiling, and phage typing were used to characterize and deter-
mine possible genetic relationships between 48 Salmonella enterica subsp. enterica isolates of pig origin collected
in Catalonia, Spain, from 1998 to 2000. The strains were grouped into 23 multidrug-resistant fljB-lacking
S. enterica serovar 4,5,12:i:� isolates, 24 S. enterica serovar Typhimurium isolates, and 1 S. enterica serovar
4,5,12:�:� isolate. After combining the XbaI and BlnI macrorestriction profiles (XB profile), we observed 29
distinct subtypes which were grouped into seven main patterns. All 23 of the 4,5,12:i:� serovar strains and 10
serovar Typhimurium isolates were found to have pattern AR, and similarities of >78% were detected among
the subtypes. Three of the serovar Typhimurium DT U302 strains (strains T3, T4, and T8) were included in the
same 4,5,12:i:� serovar cluster and shared a plasmid profile (profile I) and a pattern of multidrug resistance
(resistance to ampicillin, chloramphenicol, streptomycin, sulfonamide, tetracycline, gentamicin, and tri-
methoprim-sulfamethoxazole) commonly found in monophasic isolates. This led us to the conclusion that
strains of the S. enterica 4,5,12:i:� serovar might have originated from an S. enterica serovar Typhimurium DT
U302 strain.

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium is
one of the main causes of salmonellosis worldwide. In the mid-
1980s a new serovar Typhimurium phage type named DT104,
characterized by a pattern of resistance to ampicillin, chloram-
phenicol, streptomycin, sulfonamide, and tetracycline (R-AC-
SSuT), emerged and was soon reported in many countries,
causing considerable concern (4).

At present, serovar Typhimurium is the second most fre-
quent type of Salmonella isolated from human, food, and an-
imal samples in Spain (13, 22). The majority of these isolates
correspond to phage types DT104, DT104b and DT U302 (20,
21, 22, 23). In 1997, the Spanish National Reference Labora-
tory for Salmonella first reported on the emergence of a new
Salmonella serovar with the antigenic formula 4,5,12:i:�, which
ranks fourth among the Salmonella serovars that are the most
frequently isolated in Spain. Interestingly, serovar 4,5,12:i:�
has become the most frequently encountered serovar in swine
and the second most frequently encountered serovar in pork
products (22), a fact that led to the assumption that pigs are
the reservoir of such a serovar (5).

The 4,5,12:i:� strains lack the second-phase flagellar antigen
encoded by the fljB gene, and it has been suggested that they
could be a monophasic variant of either serovar Typhimurium
(4,5,12:i:1,2) or serovar Lagos (4,5,12:i:1,5) (6). Echeita et al.

(6) also showed that certain 4,5,12:i:� strains that are lysed by
phage type 10 (DT U302) and that have the multiresistance
profile R-ACSSuT, as well as resistance to gentamicin and
trimethoprim-sulfamethoxazole (R-ACSSuT-GSxT) (7, 9)
were monophasic variants of serovar Typhimurium.

The rapid increase in the frequency of occurrence of serovar
4,5,12:i:� has made necessary further studies in order to de-
termine its origin and its genetic relationship with other sero-
vars. A wide range of genotypic methods can be used for this
purpose; among these is pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE), a method used because of its high discriminatory
power and easy reproducibility (10, 11, 15, 24).

In this paper we present the results of a genetic comparison
of serovar Typhimurium and 4,5,12:i:� isolates of pig origin by
bacteriophage typing, PFGE, and plasmid profiling.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. Twenty-four Salmonella serovar Typhimurium isolates, 23
Salmonella serovar 4,5,12:i:� isolates, and 1 Salmonella 4,5,12:�:� isolate ob-
tained from pig samples from 1998 to 2000 were used in this study.

The serovar Typhimurium isolates were randomly chosen from cultures stored
in our laboratory. The 4,5,12:i:� and 4,5,12:� isolates corresponded to the first
strains of this type to be isolated during the period of time mentioned above. All
isolates originated from Salmonella outbreaks or healthy carriers on different
Spanish pig farms. Salmonella serovar Typhimurium LT2 was used as the refer-
ence strain.

Serotyping and phage typing. The serotypes and phage types were determined
in the Laboratorio de Sanidad Animal (Algete, Madrid) by the Kauffman-White
scheme (14) and as described by Callow (3) and Anderson et al. (1), respectively.

Genomic DNA isolation by PFGE and enzyme restriction. Bacterial genomic
DNA was isolated by the method described by Smith et al. (18), with some minor
modifications. A single isolated colony was inoculated into 25 ml of brain heart
infusion broth overnight at 37°C. The resulting cell concentration was counted in
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a Neubauer hemocytometer chamber and was standardized to approximately
6.05 � 107 cells/ml. Twenty milliliters of the broth culture was centrifuged at
14,000 � g for 15 min at 4°C. The resulting pellet was washed two more times
under the same conditions in 10 ml of PETT IV buffer (10 mM Tris, 1 M NaCl
[7.5 pH]) and was finally suspended in 1.5 ml of the same buffer.

Agarose plugs were obtained by mixing 100 �l of the bacterial suspension, 200
�l of PETT IV buffer, and 300 �l of 1.6% low-melting-point agarose (Bio-Rad
Laboratories) at 56°C. The plugs were incubated overnight in EC-lysis buffer
(6 mM Tris, 1 M NaCl, 100 mM EDTA, 0.2% deoxycholate, 0.5% N-lauryl-
sarcosine, 5 mg of lysozyme [Boehringer Mannheim] per ml, and 10 mg of RNase
[Gibco BRL] per ml adjusted to pH 7.5) at 37°C. The plugs were then incubated
with ESP buffer (0.5 M EDTA, 1% N-lauryl-sarcosine, 0.5 mg of proteinase K
per ml [pH 9.5]) for 48 h at 50°C. In the last step, the inserts were washed with
TE buffer (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA [pH 8]) for 24 h at 4°C while being
subjected to subtle agitation and approximately six buffer changes. The plugs
were then stored in TE buffer at 4°C until use.

Enzymatic restriction was carried out with one-third of the resulting plugs in
an Eppendorf tube with 25 U of XbaI (12) or 10 U of BlnI (25) in 200 �l of H
enzymatic buffer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) for 4 h at 37°C.

PFGE. PFGE was performed with a CHEF DRII (Bio-Rad Laboratories)
contour-clamped homogeneous electric field apparatus. Electrophoresis were
done in 1% agarose gels (Boehringer Mannheim) in 0.5% TBE buffer (45 mM
Tris, 45 mM boric acid, 1 mM EDTA [pH 8]) at 14°C. A constant voltage of 200
V (6 V cm�1) was applied for 26 h, with pulse times ramping initially from 5 to
15 s over 7 h and then from 15 to 60 s over 19 h, as described before for
Salmonella (8). A bacteriophage lambda Ladder PFG Marker (New England
BioLabs, Beverly, Mass.) was used as the molecular size marker. After ethidium
bromide staining, the gels were scanned and analyzed with Diversity Database
software (Bio-Rad).

The relationship between different PFGE profiles was analyzed according to
the criteria established by Tenover et al. (19), with minor modifications. The
method assigns profiles into categories of genetic and epidemiological related-
ness. Accordingly, the most common restriction pattern among related isolates
was assigned a capital letter code with subindex (subscript) 0. All closely related
patterns (three different fragments or less) or possibly related patterns (more
than three and less than or equal to six different fragments) were assigned the
same letter code with a different subindex. Isolates whose profiles differed from
the first profile by seven or more fragments were assigned a new letter. The
restriction analysis profiles obtained with each enzyme alone were combined
(XbaI-BlnI) and resulted in the XB profile (2, 17). Clustering analysis between
PFGE patterns was performed by using Dice’s similarity coefficient and the
unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) in order to
quantify profile similarity relationships by using the software mentioned above.

Plasmid profiles. Plasmids were obtained with a commercial rapid plasmid
purification system (Gibco BRL) consisting of a modified alkaline-sodium do-
decyl sulfate procedure. After initial plasmid purification with 3 ml of an over-
night culture in Luria-Bertani broth, the plasmid DNA was resolved by electro-
phoresis in 0.8% agarose.

During computer analysis with the Diversity Database software, the linear
molecular weight standard (bacteriophage � DNA digested with HindIII) for
closed circular plasmid molecules was used only as a positional standard for the
plasmid profiles, not for molecular weight determination.

RESULTS

Phage typing and antimicrobial resistance. Phage typing of
the 23 serovar 4,5,12:i:� isolates classified 16 of them as U302
(approximately 70%), 5 as nontypeable, 1 as PT193, and 1 as
PT208. The 4,5,12:�:� isolate was untypeable. The distribu-
tion of the phage types among the Salmonella serovar Typhi-
murium isolates was six phage type DT104b isolates, five phage
type DT U302 isolates, two phage type DT104 isolates, one
phage type PT193 isolate, and one phage type PT208 isolate.
Nine isolates were untypeable with the available phage library
(Table 1). Statistical analysis of these distributions showed that
the frequency of the U302 phage type was significantly higher
among 4,5,12:i:� isolates (P � 0.001). All monophasic isolates
and all but three serovar Typhimurium isolates had the char-
acteristic R-ACSSuT profile. In addition, 16 monophasic iso-

TABLE 1. Phage types, antimicrobial susceptibility patterns, PFGE
profiles, and plasmid profiles of S. enterica subsp. enterica serovar

4,5,12:i:� and Typhimurium isolates included in this study

Year and
isolate iden-

tificationa

Phage
type

Antimicrobial
susceptibilityb

PFGE profile
Plasmid
profileXbaI BlnI Combined

XB profile

1999
M1 U302 1 A4 R1 AR6 I
M2 U302 2 A3 R5 AR7 I
M3 U302 2 A1 R1 AR2 I
M4 NTc 2 A10 R0 AR0 VI

2000
M5 U302 1 A10 R0 AR0 I
M6 U302 2 A1 R1 AR2 II
M7 U302 2 A8 R5 AR13 I
M8 U302 1 A1 R1 AR2 I
M9 U302 1 A10 R0 AR0 I
M10 NT 1 A7 R2 AR9 VII
M11 NT 2 A1 R1 AR2 IV
M12 208 1 A7 R5 AR10 I
M13 U302 2 A11 R0 AR12 I
M14 U302 2 A5 R1 AR0 III
M15 U302 2 A3 R0 AR4 V
M16 U302 2 A5 R0 AR0 VIII
M17 NT 2 A13 R6 AR8 I
M18 193 2 A5 R3 AR0 I
M19 U302 2 A3 R0 AR4 V
M20 U302 2 A10 R0 AR0 V
M21 NT 2 A6 R1 AR1 I
M22 U302 2 A9 R5 AR11 I
M23 U302 1 A9 R5 AR11 I
M24 NT 1 C4 T0 CT0 XII

1998
T1 NT 1 B1 T0 BT0 X
T2 104b 1 C3 T4 CT1 —d

T3 U302 2 A2 R1 AR5 I
T4 U302 2 A3 R5 AR7 I
T5 104 1 A0 R7 AR14 —
T6 104 1 A0 R8 AR14 XI
T7 NT 1 A17 T1 AT1 XVII

1999
T8 U302 2 A14 R0 AR3 I
T9 U302 1 A0 R7 AR14 IX
T10 208 1 A16 V1 AV0 XVII
T11 NT 1 A0 R7 AR14 —

2000
T12 NT 1 A10 T0 AT0 X
T13 193 3 B0 V1 BV1 XIV
T14 NT 3 B0 V0 BV0 XIV
T15 NT 3 B0 V0 BV0 XIV
T16 104b 1 B1 T2 BT1 —
T17 104b 1 A15 T3 AT2 —
T18 NT 1 C0 S1 CS0 —
T19 104b 1 C0 S2 CS1 —
T20 U302 1 A0 R7 AR14 XIII
T21 104b 1 C2 S4 CS3 —
T22 NT 1 A0 R4 AR14 XV
T23 NT 1 A0 R7 AR14 XVI
T24 104b 1 C1 S3 CS13 —

NAe, R25 LT2 A18 W0 AW0

a M, S. enterica serovar 4,5,12:i:�; m, S. enterica serovar 4,5,12:�:�, T, S. en-
terica serovar Typhimurium; R, S. enterica serovar Typhimurium LT2, used as a
reference strain.

b 1, R-ACSSuT; 2, R-ACSSuT-SxTG; 3, R-ASSuT (chloramphencol suscepti-
bility).

c NT, Not typed with the available phage library.
d —, plasmids not detectable.
e NA, not applicable.
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lates (11 phage type DT U302 isolates, 4 nontypeable isolates,
and 1 phage type PT193 isolate) had an extended resistance
spectrum that included resistance sulfamethoxazole-trimetho-
prim and gentamicin. This extended resistance was also ob-
served in three serovar Typhimurium isolates belonging to the
U302 phage type (isolates T3, T4, and T8).

PFGE and plasmid profiling. XbaI digestion yielded about
nine restriction fragments for most isolates under the con-
ditions used in this study. Three main restriction patterns,
patterns A, B, and C, were recognized. Pattern A grouped
17 subtypes of isolates as closely related (subtypes A1 to A9,
�80% similarity) or possibly related (subtypes A10 to A17,
�65% and �80% similarity) to subtype A0. Profile A0 iso-
lates (n � 7) were only found among serovar Typhimurium
isolates from 1998 to 2000, while isolates with profiles that
were closely related to subtype A0 (subtypes A1 to A9, n �
19) were observed among the monophasic isolates, not in-
cluding isolates T3 and T4 (Fig. 1). Patterns B and C
grouped two and three subtypes, respectively, and were de-
tected only among serovar Typhimurium or serovar 4,5,12:
�:� isolates. With BlnI digestion, we obtained about six
restriction fragments for all but four isolates. In these four
cases the number of fragments was 10 or more. There were
four restriction patterns: types R, S, T, and V, with eight,
three, four, and one subtypes, respectively. A different pro-
file, profile W, was assigned to the reference strain. R sub-

types R0 to R6 were found among monophasic isolates, and
only three serovar Typhimurium phage type DT U302 iso-
lates (isolates T3, T4, and T8) were subtypes R0 to R6, while
profiles R7 and R8 were exclusively observed among serovar
Typhimurium isolates. The S, T, and V profiles were ob-
served only among serovar Typhimurium or 4,5,12:�:� iso-
lates. Subtypes R1 to R5 were closely related to subtype R0

(similarity, �72%), and subtypes R6 to R9 were possibly
related to subtype R0 (similarity, �44% and �60%).

When the results of both enzyme restriction analyses were
combined, 29 different profiles were determined, with most
profiles (22 profiles) containing only a single strain (Fig. 2). In
contrast, seven profiles grouped the remaining 26 strains (e.g.,
an identical XB profile [profile AR0] was obtained when pro-
files A10 and R0, A5 and R1, or A5 and R0 were combined).
Seven main patterns were observed, with pattern AR (n � 33)
being found the most frequently. Profile AR0 (n � 7) was
present only among monophasic isolates. Subtypes AR1 to
AR12 were closely related to subtype AR0 (similarity, �85%),
and subtypes AR13 and AR14 were possibly related to subtype
AR0 (similarity, �76% and �85%). Patterns AT, AV, BT, BV,
CS, and CT grouped a total of 15 strains into 14 different
profiles and were observed only among serovar Typhimurium
or serovar 4,5,12:�:� isolates. Among the 33 isolates with
pattern AR were all 23 isolates with a monophasic serovar and
10 serovar Typhimurium isolates. Of these 10 serovar Typhi-

FIG. 1. PFGE patterns of chromosomal DNA restriction fragments generated with the enzymes XbaI and BlnI for S. enterica serovar
Typhimurium isolates (isolates T4, T5, T20, and T2) and a serovar 4,5,12:i:� isolate (isolate M2). Lanes: 1 and 6, serovar Typhimurium DT U302,
plasmid profile I, isolated in 1998; 2 and 7, serovar 4,5,12:i:� DT U302, plasmid profile I, isolated in 1999; 3 and 8, serovar Typhimurium DT104,
no plasmid, isolated in 1998; 4 and 9, serovar Typhimurium DT U302, plasmid profile XIII, isolated in 2000; 5 and 10, serovar Typhimurium DT
104b, no plasmid, isolated in 1998; L, bacteriophage lambda ladder PFG marker (New England Biolabs).
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murium isolates, 3 (isolates T3, T4, and T8) belonged to the
same monophasic cluster, and 7 shared a common XB profile,
profile AR14, that was found only among serovar Typhimurium
isolates.

Isolates with the combined type BV profiles corresponded to
the three multiresistant but chloramphenicol-susceptible sero-
var Typhimurium isolates included in the study.

Plasmid profiling yielded 19 patterns, with pattern I being
the most common (n � 17). Thirteen type I isolates be-
longed to phage type U302: 10 serovar 4,5,12:i:� isolates
and 3 serovar Typhimurium isolates (isolates T3, T4, T8).
All isolates with plasmid profile I also corresponded to
PFGE AnRn combinations (Fig. 3). Nine serovar Typhi-
murium isolates had no detectable plasmids, but no rela-
tionship could be established between this fact and any
other data collected in the study.

DISCUSSION

During the last 15 years, S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium has been ranking second place among the human
and nonhuman Salmonella isolates most frequently isolated in
Spain (6, 20). Most of these serovar Typhimurium isolates have a
common R-ACSSuT pattern and predominantly belong to phage
types DT104, DT104b, and DT U302. In 1997, a new serovar with
the antigenic formula 4,5,12:i:� emerged and since then has been
increasing in frequency. Isolates with this serovar have been as-
sociated with swine and pork products (5, 21, 22) and in many
cases are classified in the DT U302 phage type (5, 6, 7, 8, 20). In
our study, 70% of the 4,5,12:i:� isolates were phage type DT
U302, a value higher than that reported previously (21, 22, 23).
However, direct comparison with data from other reports may be
biased because of the different sampling criteria used.

FIG. 2. Average linkage (UPGMA) dendrogram showing results of combined PFGE pattern cluster analysis (combined XB profiles) generated
by S. enterica serovar Typhimurium (Tn), S. enterica serovar 4,5,12:i:� (Mn), S. enterica serovar 4,5,12:�:� (m24), and S. enterica serovar
Typhimurium LT2 (R25). D, similarity coefficient; PT, phage type; PLP, plasmid profile; Y, year of isolation.
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It has been suggested that there is a close relationship
between serovars Typhimurium and 4,5,12:i:�. Thus, serovar
4,5,12:i:� isolates belonging to the DT U302 phage type and
having resistance pattern R-ACSSuT-GSxT are thought to be
a variant of serovar Typhimurium and lack the second-phase
flagellar antigen encoded by fljB (6). However, no information
that links other phage types or strains with a different resis-
tance pattern to serovar Typhimurium is available.

When PFGE results were evaluated by using the combined
XB profiles, a total of 33 isolates of 48 tested had the AR
pattern. Of the 33 isolates with an ARn profile, 23 were
monophasic strains sharing more than 85% similarity; isolate
M7, however, had 76% similarity. Our results demonstrate that
there is a high percentage of similarity among the AR sub-
types, while a very degree of high variability is observed among
the six patterns that group the remaining 15 isolates. Taking
into account the fact that the possible number of profiles in-

creases when two enzymes are combined, our results strongly
indicate that the monophasic isolates are part of a clonal lin-
eage or at least have a close common ancestor.

Regarding the method used in this study, the profiles ob-
tained with enzymes XbaI and BlnI alone resolved three and
four groups, respectively, with numerous variants. It seems that
analysis with the XB combination had a higher discriminatory
power than analysis with a single enzyme. As our results dem-
onstrate, if appropriate enzymes are combined, thus yielding
an adequate number of restriction fragments, the analysis
method of Tenover et al. (19) can also be used to type strains
recovered over relatively extended periods of time.

The monophasic cluster included three serovar Typhimu-
rium DT U302 strains: strains T3 and T4, isolated in 1998, and
strain T8, isolated in 1999. These strains had an R-ACSSuT-
GSxT pattern, which was predominant among the 4,5,12:i:�
isolates that we studied. In addition, they shared the same

FIG. 3. Average linkage (UPGMA) dendrogram showing results of plasmid profile cluster analysis generated by S. enterica serovar Typhi-
murium (Tn), S. enterica serovar 4,5,12:i:� (Mn), and S. enterica serovar 4,5,12:�:� (m24). D, similarity coefficient; PT, phage type; XBp, combined
PFGE profiles (XbaI plus BlnI); Y, year of isolation.
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plasmid profile observed for the monophasic strains but not
any of the other serovar Typhimurium isolates. This fact sup-
ports the theory that DT U302 isolates are closely related,
regardless of whether they are serovar Typhimurium or mono-
phasic.

Furthermore, in a cluster of seven serovar Typhimurium
isolates with approximately 78% similarity to the monophasic
strains, two isolates (isolates T5 and T6) were phage type
DT104 and were isolated in 1998. When only those isolates
sharing more than 78% similarity to 4,5,12:i:� strains are con-
sidered putative ancestral candidates and when the year of
isolation is taken into account, it can be seen that in 1998 (the
first year in which isolates were studied) the criterion of more
than 78% similarity is fulfilled by only two serovar Typhi-
murium DT104 isolates and two serovar Typhimurium DT
U302 isolates.

According to the XB profile results and, more specifically,
according to the AR profile assigned to serovar Typhimurium,
we observed the same AR14 subtype in all but three isolates
(isolates T3, T4, and T8). This subtype was not identified
among our monophasic isolates. The AR14 subtype was peri-
odically encountered during the 3 years of this study and both
serovar Typhimurium DT104 isolates recovered in 1998 had
the AR14 subtype.

As a consequence and by taking into account the close re-
lationship that exists between phage types DT104 and DT
U302 (16), one logical hypothesis that can be inferred is that
monophasic strains, regardless of their phage type or antibiotic
resistance pattern, originate from serovar Typhimurium DT
U302 strains, such as the T3 and T4 isolates that we studied. If
this could be demonstrated with 4,5,12:i:� strains of other
geographical origins, S. enterica subsp. enterica serovar 4,5,12:
i:� should no longer be classified as such but should be clas-
sified as a monophasic S. enterica subsp. enterica serovar Ty-
phimurium DT U302 variant.

ACKNOWLEDGMENT

This work has been funded by the Ministerio de Ciencia y Tecno-
logia of Spain (project AGF99-1234).

REFERENCES

1. Anderson, E. S., L. R. Ward, M. J. Saxe, and J. D. de Sa. 1977. Bacterioph-
age-typing designations of Salmonella typhimurium. J. Hyg. 78:297–300.

2. Baggesen, D. L., D. Sandvang, and F. M. Aarestrup. 2000. Characterization
of Salmonella enterica serovar Typhimurium DT104 isolated from Denmark
and comparison with isolates from Europe and the United States. J. Clin.
Microbiol. 38:1581–1586.

3. Callow, B. R. 1959. A new phage-typing scheme for Salmonella typhimurium.
J. Hyg. Camb. 57:346–359.

4. Carattoli, A., F. Tosini, and P. Visca. 1998. Multidrug-resistant Salmonella
enterica serotype typhimurium infections. N. Engl. J. Med. 339:921–922.

5. Echeita, M. A., A. Aladueña, S. Cruchaga, and M. A. Usera. 1999. Emer-
gence and spread of an atypical Salmonella enterica subsp. enterica serotype
4:5,12:i:� strain in Spain. J. Clin. Microbiol. 37:3425.

6. Echeita, M. A., S. Herrera, and M. A. Usera. 2001. Atypical, flj-negative

Salmonella enterica subsp. enterica strain of serovar 4:5,12:i:� appears to be
a monophasic variant of serovar Typhimurium. J. Clin. Microbiol. 39:2981–
2983.

7. Garaizar, J., S. Porwollik, A. Echeita, A. Rementeria, S. Herrera, R. M.
Wong, J. Frye, M. A. Usera, and M. McClelland. 2002. DNA microarray-
based typing of an atypical monophasic Salmonella enterica serovar. J. Clin.
Microbiol. 40:2074–2078.

8. Guerra, B., I. Laconcha, S. M. Soto, M. A. González-Hevia, and M. C.
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Classical biotyping characterizes strains by creating biotype profiles that consider only positive and negative
results for a predefined set of biochemical tests. This method allows Salmonella subspecies to be distinguished
but does not allow serotypes and phage types to be distinguished. The objective of this study was to determine
the relatedness of isolates belonging to distinct Salmonella enterica subsp. enterica serotypes by using a refined
biotyping process that considers the kinetics at which biochemical reactions take place. Using a Vitek GNI�
card for the identification of gram-negative organisms, we determined the biochemical kinetic reactions (28
biochemical tests) of 135 Salmonella enterica subsp. enterica strains of pig origin collected in Spain from 1997
to 2002 (59 Salmonella serotype Typhimurium strains, 25 Salmonella serotype Typhimurium monophasic
variant strains, 25 Salmonella serotype Anatum strains, 12 Salmonella serotype Tilburg strains, 7 Salmonella
serotype Virchow strains, 6 Salmonella serotype Choleraesuis strains, and 1 Salmonella enterica serotype
4,5,12:�:� strain). The results were expressed as the colorimetric and turbidimetric changes (in percent) and
were used to enhance the classical biotype profile by adding kinetic categories. A hierarchical cluster analysis
was performed by using the enhanced profiles and resulted in 14 clusters. Six major clusters grouped 94% of
all isolates with a similarity of >95% within any given cluster, and eight clusters contained a single isolate. The
six major clusters grouped not only serotypes of the same type but also phenotypic serotype variations into
individual clusters. This suggests that metabolic kinetic reaction data from the biochemical tests commonly
used for classic Salmonella enterica subsp. enterica biotyping can possibly be used to determine the relatedness
between isolates in an easy and timely manner.

Salmonella enterica subsp. enterica is responsible for the vast
majority of cases of salmonellosis in mammals. Classification of
isolates belonging to this subspecies is usually achieved by
serotyping and phage typing (3, 18). Further determination of
relatedness between strains most often requires the application
of molecular biology techniques, particularly when the epide-
miological relatedness among isolates is to be ascertained (1, 2,
10, 14, 16). However, this is not required for most clinical or
surveillance purposes; and determination of serotypes, phage
types, and antimicrobial resistance patterns is still of major
importance (4, 8, 15). Even though these classification methods
are used worldwide, they are tedious and not routinely per-
formed by all laboratories.

Biochemical profiling is a fast and accurate method for the
identification of bacteria when it is performed with an auto-
mated system, but it is commonly disregarded as a means of
grouping Salmonella isolates because most serotypes within a
given subgroup display a very uniform biochemical reaction
profile. For instance, for Salmonella enterica subsp. enterica,
only serotypes Typhi, Paratyphi A, Choleraesuis, Gallinarum,
and Pullorum have a distinct biochemical behavior (9). It has,
however, been demonstrated that serotype Typhimurium vari-
ants that have been categorized by means of phage typing can

be further differentiated by means of certain biotyping meth-
ods (6, 18).

Until now, biochemical profiling has relied on a set of bio-
chemical tests for which a given serotype or isolate can yield
either a positive or a negative result after a given incubation
time. This approach, although proven and very valuable, does
not take into account the rate or the kinetics with which the
biochemical reaction takes place and thus neglects a circum-
stance that can be of biological relevance. For example, from
an ecological perspective, the amount of time that an isolate
requires to transform or to use a metabolic substrate may
influence whether or not it can establish itself in a new niche,
namely, in the gut of an animal. The time that bacteria require
to complete a growth cycle is a variable that depends on many
factors, both nutritional and genetic (11). If nutritional factors
do not vary and environmental conditions are constant, only
genetic factors should be of relevance when the behavior of
microbial growth is studied. We assume that bacteria should
then demonstrate a specific metabolic kinetic profile, taking
into consideration characteristics such as their ability to adapt
to the environment by making only those gene products that
are essential for their survival, as well as their ability to develop
sophisticated mechanisms to regulate metabolic pathways.

We examined the kinetics of 28 biochemical tests commonly
used to identify members of the family Enterobacteriaceae for
135 Salmonella isolates using an automated biotyping system
(Vitek). This system, in conjunction with the GNI� card, pro-
vides stable environmental conditions and culture media and
yields periodic readings of metabolic changes. The objective of
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this study was to determine if metabolic kinetic data can be
used to biotype isolates with a higher discriminatory power
than the classical biotyping method, allowing rapid determina-
tion of strain relatedness.

MATERIALS AND METHODS

Salmonella strains. One hundred thirty-five Salmonella strains isolated from
pig samples (from 1997 to 2002) were randomly chosen from a bacterial collec-
tion kept at the Veterinary Faculty of the Universitat Autònoma de Barcelona.
All except one of the isolates originated from Spain; a single Salmonella serovar
Choleraesuis isolate came from Germany. The resulting serotype distribution
was as follows: serotype Typhimurium (n � 59), monophasic serotype Typhi-
murium strains (4,5,12:i:� (n � 25), serotype Anatum (n � 25), serotype Tilburg
(n � 12), serotype Virchow (n � 7), serotype Choleraesuis (n � 6), and serotype

4,5,12:�:� (n� 1). The 59 serotype Typhimurium isolates included phage types
DT 104b (n � 11), DT 104 (n � 6), DT U302 (n � 6), DT 208 (n � 4), DT 193
(n � 2), DT 41 (n � 2), DT 110 (n � 1), and nontypeable (n � 27). The 25
monophasic variant serotype 4,5,12:i:� isolates included phage types DT U302
(n � 17), DT 208 (n � 1), DT 193 (n � 1), DT 120 (n � 1), as well as nontypeable
isolates (n � 5). This distribution is roughly representative of the serotypes
isolated in our laboratory from 1997 to 2002. All isolates were epidemiologically
unrelated and originated from different farms, and some had been used in
previous studies (5, 12).

Culture and biochemical data. Selected isolates were seeded onto blood agar
and incubated for 24 h at 37°C. A 1.0 McFarland suspension was prepared by
turbidimetric adjustment in 0.45% sterile saline solution for each isolate. Gram-
negative organism identification cards (GNI�; bioMérieux Vitek, Marcy l’Étoile,
France) were then inoculated and incubated in a Vitek Jr. system (VJS; bio-
Mérieux). These cards contain 28 biochemical tests (Table 1) plus two additional

TABLE 1. Results of metabolic tests obtained by using Vitek GNI� system after examination of 135 Salmonella enterica isolates of pig origin

Testa
% of strains examined in the following metabolic categoryb:

Very fast (1) Fast (2) Slow (3) Very slow (4) Negative (0)

2,4,4�-Trichloro-2�-hydroxy-diphenylether resistance 0 0 0 0 100

Polymyxin B resistance 0 0 0 0 100

Oxidative metabolism of:
Glucose 69 23 6 1 1
Lactose 0 0 0 0 100
Maltose 91 3 4.5 0 1.5
Mannitol 30.5 54 11 4.5 0
Xylose 29 50 4.5 0 16.5

Fermentative metabolism of:
Raffinose 0 0 0 0 100
Sorbitol 23 6 64.5 5.5 1
Sucrose 0 0 0 0 100
Inositol 0 0 0 50c 50
Adonitol 0 0 0 0 100
Glucose in presence of p-coumaric acid 22 65 12 1 0
Rhamnose 7.5 75.5 11 1.5 4.5
L-Arabinose 28 47 17 2 6
Glucose 27.5 71 1.5 0 0

Use of:
Acetamide 0 0 0 0 100
Citrate 44.5 50 1.5 0 4
Malonate 0 0 0 0 100

Esculin hydrolysis 0 0 0 0 100

Indoxyl-�-D-glucoside metabolism 0 0 0 0 100

Urease 0 0 0 0 100

Tryptophan deaminase 0 0 0 0 100

�-Galactosidase 0 0 0 0 100

Arginine dihydrolase 11 51 30 8 0

Lysine decarboxylase 12.5 10.5 1.5 73.5 2

Ornithine decarboxylase 30.5 60 9.5 0 0

Hydrogen sulfide (H2S) production 43 30.5 21.5 0 5

a The GNI� card contains 30 biochemical tests, whereas 2 tests are used for control purposes (growth and decarboxylase enzyme).
b Categories established according to isolates kinetic reaction to 28 biochemical tests. The numbers in parentheses represent the category numbers described in

Materials and Methods.
c As inositol results are not reproducible and the positive or negative reaction for all tests cannot be determined until 10 h, all positive tests are categorized as very

slow.
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tests for control purposes (growth and decarboxylase enzyme). VJS performed
readings of each test by means of a photometric sensor that evaluated the
turbidimetric or colorimetric changes and analyzed the data by using bioLiaison
software (BioMérieux). The results were expressed as a percentage of transmit-
tance reduction and were compared to the reading at time zero. This process was
repeated every 60 min. The final readings were made at 18 h.

Validation of biochemical kinetics reproducibility. Two Salmonella strains
were used for control purposes: Salmonella serotype Typhimurium LT2 (sero-
type reference strain) and a randomly chosen monophasic serotype Typhi-
murium variant 4,5,12:i:� isolate. The control strains were analyzed by VJS on
two consecutive days (five replicas per day, with each replica originating from a
distinct colony). Regression curves (time versus light transmittance change) were
calculated for each test and strain. In order to evaluate the reproducibility of the
method, the regression curves were statistically compared by curvilinear estima-
tion by using a logarithmic model.

Profiling of biochemical test rates. Since the results obtained with VJS were
found to be reproducible based on the criteria established for this study, all
isolates were tested only once. According to the recommendations of the man-
ufacturer, a strain was considered positive for a given test if the percentage of
turbidimetric or colorimetric change (at 12 h of incubation) was �25% of that
measured from time zero. Tests that were negative for all isolates (n � 13) were
discarded from further analysis. Raw kinetic data were used to create a corre-
lation matrix by using the similarity distance method via Pearson’s coefficient
(SPSS Inc., Chicago, IL). By considering a correlation coefficient of 0.80 as a
cutoff, SH2 production, rhamnose fermentation, and citrate utilization were
found to be correlated (r � 0.80; P � 0.05), as were mannitol fermentation and
ornithine decarboxylation (P � 0.05). Subsequently, only citrate utilization and
mannitol fermentation were considered for further analysis. All other tests were
considered independent of each other.

Strains were classified according to the time required to reach certain color-

FIG. 1. Results of two biochemical tests displaying the turbidimetric and colorimetric percent changes for Salmonella enterica isolates.
(A) L-Arabinose fermentation test results for five isolates exemplifying the five categories (shown as abbreviated serotype and phage type) and two
control strains; (B) inositol fermentation test results for four replicas of each control strain.
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imetric and turbidimetric change rate values. These values, which corresponded
to two specific curve points, were chosen according to the results obtained from
the two reference strains. The first point corresponded to a colorimetric or
turbidimetric change rate range �25% (the positive cutoff for a given test) and
�50%; the second point corresponded to a change rate �50% but within the
exponential curve phase.

Isolates were categorized in a comparative ranking by using these curve points.
Category 1 (Table 1) was assigned to those isolates that reached the �50%
change first. Category 2 was assigned to the isolates that reached the �50%
change in second place, after having reached �25% change at an earlier time.
Category 3 grouped those isolates that reached �50% change in third place or
those that reached �50% change in second place but that did not reach �25%
change at an earlier time. Category 4 was assigned to isolates that reached �25%
change but that never reached �50% change or that reached 50% at a very late
point in time. Category 0 was assigned to isolates that did not reach a 25%
change rate (negative). All possible cases were taken into consideration by using
this categorization model (Fig. 1A). For practical purposes, category 1 was
named “very fast,” category 2 was named “fast,” category 3 was named “slow,”
and category 4 was named “very slow.”

Statistical analysis and biotyping. The relationship between isolates was es-
tablished by using a hierarchical cluster analysis. Clusters were determined by
using the average linkage between groups and were calculated by using the
squared Euclidian distance method (SPSS v. 12.0). The SPSS application
grouped the isolates into 14 clusters based on isolate similarities of �95%.
Parallel cluster analyses were performed for control purposes by using points
randomly chosen from within the 25% to 40% and 50% to 75% change rate
range.

RESULTS

Reproducibility. When the raw percentage data were used,
all test results (10 replicas � 15 positive tests � 2 sample
strains � 300 curves) were reproducible except for inositol
fermentation (Fig. 1B). Consequently, inositol fermentation
results were categorized as only positive or negative. The in-
traday reproducibility was very high (R2 � 0.97), while the
reproducibility for assays run on different days was somewhat
lower (R2 � 0.71). However, when the categories were used,
the reproducibility was 1 in both cases.

Biochemical kinetics and categorization time line. The fast-
est positive reactions were observed for glucose oxidation and
fermentation and for mannitol oxidation. For these tests
strains could be assigned to a category within 3 h of incubation.
Seven other tests (lysine decarboxylation; citrate utilization;
L-arabinose, sorbitol, glucose [p-coumaric acid] fermentations;
and xylose and maltose oxidation) allowed strains to be cate-
gorized after 5 to 6 h. Seven hours of incubation was required
to categorize the strains for arginine dihydrolase, and 10 h of
incubation was required to determine inositol fermentation
results.

Clustering and biotyping. Fourteen clusters were created.
Six major clusters contained 94% of all isolates (n � 127). The
serotype distribution within these clusters was as follows: clus-
ter A included 20 serotype Anatum isolates from 1999 or later;
cluster A� included 3 serotype Anatum isolates from 1997 and
1998; cluster T included 31 serotype Typhimurium isolates;
cluster W�G comprised 1 serotype Typhimurium isolate, 7
serotype Virchow isolates, and 8 serotype Tilburg isolates;
cluster T�M included all monophasic serotype Typhimurium

FIG. 2. Dendrogram depicting a hierarchical cluster analysis of 135
isolates originating from Salmonella enterica serotypes after being cat-
egorized by means of metabolic kinetics. Y, year of isolation; Ph, phage
type (displayed only for serovar Typhimurium and the serovar Typhi-
murium monophasic variant); Cl, cluster; Ser, serotype (AF serotype

4,5,12:�:�); A, serovar Anatum; A�, old serovar Anatum; T, serovar
Typhimurium; W�G, serovars Virchow and Tilburg; T�M, serovar
Typhimurium and serovar Typhimurium monophasic variant; CH, se-
rovar Choleraesuis.
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variants plus 22 serotype Typhimurium isolates; and cluster
CH included 5 of the 6 serotype Choleraesuis isolates, all of
which originated in Spain. The other eight clusters each con-
tained a single isolate (Fig. 2).

As far as the most encountered Salmonella serotype Typhi-
murium phage types (104, 104b, and U302) are concerned,
their distribution within the six major clusters was as follows:
10 of 11 Salmonella serotype Typhimurium 104b isolates were
in cluster T, and the other 104b isolate formed a single cluster.
Phage types 104 and U302 were found only in cluster T�M (n
� 29). Nontypeable serotype Typhimurium isolates were
found in both clusters T and T�M (18 and 12 isolates, respec-
tively).

The biotype profile for cluster T�M was characterized by
very fast or fast kinetics and by being inositol positive. Cluster
W�G isolates were also inositol positive. The other four major
clusters were inositol negative. Cluster CH displayed a slow or
very slow kinetic biotype for most tests. Interestingly, lysine
decarboxylase activity was found to be very slow for clusters
with a fast profile and very fast for cluster CH isolates.

The similarity of isolates within the same cluster was at least
95%, with the similarity reaching 99% in clusters CH and A�.
The similarity within cluster T�M was �96%. This value was
higher (98%) when monophasic serotype Typhimurium iso-
lates were considered separately. The similarity between clus-
ters was variable, whereas isolates of the CH cluster were the
least similar to isolates of the other major clusters (75%).

The use of alternative curve points, as described in Materials
and Methods, produced very similar clustering results, with less
than 10% variance in isolate categorization.

DISCUSSION

The identification and reporting of Salmonella occurrences
is important for surveillance purposes and for the study of
outbreaks. Identification is usually accomplished by serotyping
and phage typing, which is not routinely done by all laborato-
ries. Finding a method that can tentatively place an isolate in
an epidemiological context expeditiously and with an accept-
able degree of accuracy would be very useful. The goal of this
study was to evaluate a biotyping method that uses biochemical
kinetic data obtained from an automated system which yields
results in 12 h to 18 h. This method is not to be seen as a
replacement of existing typing methods but, instead, as an
additional means of determining isolate relatedness in a timely
manner.

Classical biotyping considers two categories for each test,
positive or negative, and can only differentiate Salmonella sub-
species or very distinct serotypes (serotypes Typhi, Paratyphi
A, Choleraesuis, Gallinarum, and Pullorum). Classification of
isolates according to their rate of biochemical activity instead
of the consideration of only positive or negative results may
enhance the discriminatory power of biotyping and might re-
veal characteristics of ecological or epidemiological impor-
tance.

The conduct of a comparative kinetic study of 135 isolates—
consisting of 28 biochemical tests per isolate—required the
reproducibility of the results as well as a method that could be
used to compare the resulting curves for a specific test type
(22). In our study the first requirement was fulfilled by using

JVS, an automated system that has proven to be accurate (13,
19, 23), guarantees stable test conditions (Vitek system and
GNI� cards), and provides reproducible test results (R2 �
0.97), according to the criteria defined for this study, as de-
scribed in Materials and Methods.

In order to find the best possible typing method, we first had
to determine an algorithm that matched the resulting curves
(�2,000 curves). After examination of the curves, it became
clear that a different algorithm would be required for each test,
and sometimes even within the same test, resulting in an enor-
mous amount of data that would be impossible to manage. As
a consequence, it was decided that only the exponential phases
of the curves were of relevance and that these could be ap-
proximated by using two control points within this phase: the
cutoff point and a second point that represents a higher degree
of change. Even though the two points for a certain test type
were arbitrarily chosen, a parallel cluster analysis displayed
that the resulting correlation between isolates was practically
identical, as long as the points were within this predefined
range.

All strains were previously categorized by using serotyping
and phage typing methods. Comparison of those results to the
results obtained by use of the enhanced biochemical profiles
confirmed that this method has a high discriminatory power.
For example, Salmonella serotype Typhimurium phage types
104 and U302 and phage type 104b were allocated into two
distinct groups, respectively. These three phage types are the
most frequently encountered in Salmonella enterica serotype
Typhimurium isolates, whereas phage type U302 is the most
commonly found in the serotype Typhimurium monophasic
variant 4,5,12:i:� (7, 20, 21). Previous studies have already
reported that phage types 104 and U302 are closely related
(17), while phage types 104 and 104b are less related (5). This
method, however, was not able to discriminate between iso-
lates belonging to Salmonella serotypes Virchow and Tilburg.
Closer examination showed that their biochemical kinetic pro-
files differed only in a single test category (arginine dihydro-
lase) and that this difference was not significant enough to
separate the isolates.

Enhancement of the kinetic profile by the addition of addi-
tional biochemical tests might increase the discriminatory
power of our method, allowing it to distinguish between iso-
lates of distinct serotypes. It cannot be discounted that this
might also disperse the results, making their interpretation less
clear, even though the correlation between our results and the
results obtained by serotyping and phage typing suggest oth-
erwise; this will have to be evaluated by further studies.

In conclusion, we believe that our results and the potential
of this method merit further studies and believe that this line
of study should include an increased number of strains and
biochemical tests. Should these studies validate our method, it
can possibly be used to rapidly establish relationships between
Salmonella isolates in an outbreak scenario.
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5. DISCUSION 
 

El comercio mundial de animales de abasto, subproductos animales y alimentos 

en general, así como el constante movimiento de personas entre distintos países, 

obliga a organismos como la OMS, la FAO, y en general a los gobiernos de todo el 

mundo a desarrollar mecanismos de vigilancia de enfermedades, tanto por las 

implicaciones sanitarias de las mismas, como por las posibles pérdidas económicas 

que pueden suponer en la industria animal y alimentaria.  

La salmonelosis es la toxiinfección alimentaria transmitida a través de 

productos y subproductos de origen animal más importante en los países 

desarrollados. Esta es la razón principal por la cual Salmonella es motivo de estudio y 

vigilancia en todo el mundo, además de por la aparición de un número cada vez mayor 

de serotipos y cepas multirresistentes. Concretamente, Salmonella Typhi y Paratyphi, 

principales causantes de la fiebre entérica, han quedado circunscritas principalmente a 

países en vías de desarrollo, donde los sistemas de tratamiento de aguas de consumo 

son precarios y en los que no se dispone de una buena higiene alimentaria. Salmonella 

Paratyphi, por ejemplo, se confirma como serotipo endémico en muchos de estos 

países (Goh et al., 2002). En general, la prevención y control de Salmonella se lleva a 

cabo mediante la minimización de los factores de riesgo que facilitan su aparición, 

tanto en explotaciones animales, como posteriormente en la industria alimentaria, ya 

sea a nivel de la fabricación o del producto final.  

La vigilancia epidemiológica de Salmonella requiere de métodos de 

identificación y caracterización adecuados, que puedan ser útiles para establecer 

relaciones de similitud entre las cepas aisladas y detectar así, el origen de brotes 

epidémicos, permitiendo  realizar un seguimiento comparable a nivel mundial.  

En los laboratorios de diagnóstico en España, así como en los de la mayoría de 

países, se lleva a cabo de forma rutinaria el aislamiento y posterior identificación de 

Salmonella mediante la determinación del perfil bioquímico. Los métodos 

automatizados han mejorado tanto la eficacia como la fiabilidad de los resultados. Así 

mismo, el perfil de antibiorresistencia se confirma como una práctica rutinaria en la 

mayoría de estos laboratorios. El serotipado, sin embargo, se lleva a cabo sólo en 

laboratorios especializados y de referencia. Esto se traduce en una demora importante 
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dentro del proceso de caracterización de cepas de Salmonella. El poder de 

discriminación del serotipado, además, es muy limitado en estudios epidemiológicos. 

Mediante ésta técnica, siguiendo el esquema de Kauffmann y White, ha sido posible 

describir un total de 2.541 serotipos distintos hasta el año 2002 (CDC, 2004). De 

éstos, aproximadamente 1500 pertenecen a Salmonella enterica subespecie enterica (ó 

subgrupo I), que representan a la mayoría de los serotipos aislados en mamíferos. Sin 

embargo, sólo 2 serotipos, Enteritidis y Typhimurium constituyen el 75% de la media 

de aislamientos en clínica humana en España (Echeita et al, 2005), y casi el 80% de la 

media estimada a nivel mundial (Galanis et al., 2004). En clínica veterinaria, la 

frecuencia de aislamientos de estos 2 serotipos es menor, aunque oscila entre valores 

del 35 al 50% tanto a nivel mundial como estatal (Frutos et al., 2005). Además, en el 

caso concreto de España, más del 90% de los aislamientos en clínica humana 

pertenecen a 4 serotipos distintos, habiendo adquirido mucha importancia la variedad 

monofásica 4,5,12:i:- en los últimos años desde su aparición en 1997 (Usera et al., 

2000, 2001), aunque se aprecia un ligero descenso a partir de 2001 (Echeita et al., 

2005). 

El fagotipado tampoco se lleva a cabo de forma rutinaria en todos los 

laboratorios. Posee también un poder de discriminación  insuficiente, tal y como 

queda reflejado en el hecho de que, en el serotipo Enteritidis, más del 80% del total de 

aislamientos en España, pertenecen a 4 fagotipos distintos (1, 4, 6A y 6) y menos del 

4% del total de cepas son no tipables (NT) o tienen un patrón no reconocido (PNR). 

Así mismo, y para el serotipo Typhimurium, 4 fagotipos distintos (104, 104b, U302, 

193) representan a casi el 50% del total de aislamientos, con  más del 35% de cepas 

NT y PNR. Es interesante destacar que la mayoría de los aislamientos de la variante 

monofásica del serotipo Typhimurium pertenecen al fagotipo U302. Parece ser, 

además, que existe una tendencia geográfica en la frecuencia de aparición de ciertos 

fagotipos (Liébana et al., 2002). 

La determinación del perfil de antibiorresistencia se lleva a cabo prácticamente 

de forma rutinaria en los laboratorios de diagnóstico y la del perfil plasmídico se 

confirma como metodología casi obligada para la caracterización de cepas en estudios 

epidemiológicos, sobre todo para ciertos serotipos. Ambas proporcionan una 
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información de gran valor y son útiles para apoyar la tesis de una posible relación 

entre cepas, establecida mediante distintos métodos de caracterización genética, que 

impliquen un estudio a nivel cromosómico. 

 Varios autores han puesto de manifiesto la eficacia de los distintos métodos 

de caracterización epidemiológica descritos hasta el momento, basándose en los 

resultados de estudios comparativos previos (Olsen et al., 1994, Olive et al., 1999, van 

Belkum et al., 2001, Liébana, 2002). Van Belkum et al., por ejemplo, elaboraron en 

2001 una relación puntuada de los métodos de tipificación microbiológica más 

utilizados hasta ese momento, destacando de cada uno de ellos su capacidad de 

discriminación, su tipabilidad, además de su reproducibilidad. También se 

consideraban características tales como el coste económico de la técnica, la 

accesibilidad de los sistemas necesarios para llevarla a cabo, del instrumental y los 

materiales en general. Por otro lado se tuvieron en cuenta tanto el factor tiempo, como 

la necesidad de personal cualificado y la facilidad de interpretación de los resultados. 

 En general, la aproximación más eficaz para el estudio epidemiológico continúa 

siendo la combinación de métodos fenotípicos y genotípicos: los primeros nos darán 

una caracterización inicial de las cepas en estudio y los segundos nos permitirán una 

aproximación al origen de estas cepas. La combinación únicamente de métodos 

moleculares no supone una gran ventaja en cuanto a resultados y sí incrementa tanto el 

tiempo como el coste económico del estudio de forma considerable. En el caso 

concreto de Salmonella, diversos autores recomiendan utilizar la técnica de la 

electroforesis en campo pulsado como marcador molecular cromosómico de elección 

(Swaminathan et al., 2001, Liébana, 2002, Peters et al., 2003), en combinación con 

métodos de caracterización fenotípica y el perfil plasmídico.  

 Cuando en el año 1997 se aisló en España el nuevo serotipo monofásico de 

Salmonella de fórmula antigénica 4,5,12:i:-, se llevaron a cabo desde un principio 

diversos estudios epidemiológicos (Echeita et al., 1999, Guerra et al., 2000, Echeita et 

al., 2001, Garaizar et al., 2002, ) con el fin de establecer su posible origen. Los 

resultados obtenidos en estudios a partir de muestras clínicas humanas, apuntaban a 

una variedad monofásica del serotipo Typhimurium. También en nuestro laboratorio 

de diagnóstico comenzamos a aislar Salmonella 4,5,12:i:- en el año 1998, a partir de 
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muestras de cerdo, incrementándose considerablemente la frecuencia de aislamientos 

hasta el año 2001, a partir del cual se observó también un ligero descenso. Esto 

motivó el estudio de estas cepas para determinar su posible origen y relación con 

cepas del serotipo Typhimurium, aisladas durante el mismo periodo. 

El 70% de los aislamientos estudiados pertenecían al fagotipo U302, siendo 

éste un valor por encima del observado en estudios anteriores, que situaban la 

frecuencia de este fagotipo alrededor del 55% (Usera et al., 2001). Sin embargo, estas 

diferencias podrían ser el resultado de los sesgos introducidos por los distintos 

criterios de muestreo. A su vez, un 67% de las cepas monofásicas seguían 

mayoritariamente un perfil R-ACSSuT (ampicilina, cloramfenicol, estreptomicina, 

sulfamida y tetraciclina) con una resistencia adicional a la gentamicina y al 

trimetoprim-sulfametoxazol (R-ACSSuT-GSxT). Este perfil de multirresistencia ya 

había sido descrito anteriormente en cepas monofásicas (Echeita et al., 1999).  

El patrón de restricción obtenido mediante la PFGE en estudios previos 

estableció similitudes de más del 90% entre cepas monofásicas, cuando se utilizaba 

únicamente una enzima de restricción (Guerra et al., 2000). Cuando se utilizan 2 

enzimas distintas (XbaI y BlnI) y se combinan los patrones de restricción obtenidos 

con cada enzima por separado, el perfil resultante de esta combinación (con mayor 

número de bandas) introduce una mayor variabilidad en el estudio. A pesar de ello, 

nuestros resultados mostraron que esta técnica agrupaba las cepas monofásicas 

mediante análisis cluster, con una similitud entre ellas mayor del 85%, exceptuando 

una sola cepa monofásica con una similitud del 76% respecto a las demás. Estos 

resultados indican una misma línea clonal o bien, un cercano antecesor común de las 

cepas. Cabe destacar la existencia de 3 cepas del serotipo Typhimurium incluidas en el 

estudio  que presentaron también, una similitud de más del 85% con las cepas 

monofásicas. Estas cepas, que fueron aisladas con anterioridad a las monofásicas, 

pertenecían además al fagotipo U302, disponían de igual perfil plasmídico al de la 

mayoría de cepas monofásicas y presentaban el perfil de antibiorresistencia típico R-

ACSSuT-GSxT de las mismas. Hubo además, siete cepas de Salmonella Typhimurium 

que presentaron una similitud del 75% con las cepas monofásicas. Concretamente, 2 

de estas cepas pertenecientes al serotipo Typhimurium DT104 fueron aisladas en el 
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primer año de estudio. Teniendo en cuenta la estrecha relación existente entre los 

fagotipos 104 y U302 (Pritchett et al., 2000), así como la relación establecida entre 

cepas U302 del serotipo Typhimurium y las cepas monofásicas, los resultados 

sugieren como posibles ancestros de la variedad monofásica a las cepas U302 del 

serotipo Typhimurium incluidas en nuestro estudio. 

Un factor a tener en cuenta en los estudios epidemiológicos y de brotes 

epidémicos, es el tiempo necesario para establecer relaciones entre las cepas aisladas 

de muestras clínicas y determinar así el posible origen de las mismas. Una herramienta 

que establezca de forma preliminar y con cierto grado de fiabilidad estas relaciones 

sería de gran ayuda. En el estudio anterior, se puso de manifiesto el considerable 

tiempo invertido tanto para poner a punto algunas técnicas moleculares, como en el 

caso de la PFGE, como para recopilar resultados de determinadas técnicas fenotípicas 

(serotipado o fagotipado).  

Los métodos de identificación tanto manuales como automáticos de Salmonella 

se basan en la determinación de un perfil bioquímico compatible con el de  

subespecie. En el caso de los métodos automáticos, disponibles en la mayoría de 

centros hospitalarios, los resultados de la identificación positiva se dan generalmente 

antes de las 8 horas. Sin embargo, el uso del perfil bioquímico como marcador 

epidemiológico de cepas queda descartado, precisamente por la gran estabilidad del 

mismo dentro de las subespecies de Salmonella. 

El perfil bioquímico considera sólo dos categorías como resultado para cada 

una de las pruebas en estudio: positiva y negativa. La determinación de la cinética 

bioquímica, o ratio de actividad bioquímica, puede considerarse un valor añadido a la 

información anterior, y puede utilizarse para establecer biotipos, lo que suministraría 

una información adicional valiosa desde el punto de vista ecológico y epidemiológico. 

El tiempo que una bacteria necesita para completar un ciclo de crecimiento es una 

variable que depende tanto de factores nutricionales como genéticos (Madigan et al., 

1996). Así, si los factores nutricionales permanecen estables y constantes, los factores 

genéticos  serán relevantes cuando estudiemos el crecimiento y las cinéticas de las 

reacciones bioquímicas de los microorganismos. 
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Sistemas automáticos como el Vitek en los que la concentración de substrato y 

reactivos es constante y estable, proporcionan lecturas hora a hora del porcentaje de 

cambio que ha tenido lugar en cada una de las reacciones bioquímicas en estudio 

(tarjeta GNI+). Esto nos permitirá obtener curvas de actividad bioquímica para cada 

uno de los substratos estudiados, así como asignar un valor o categoría a cada 

resultado, distinto al de positivo/negativo. 

Los resultados observados respecto al biotipo, han permitido detectar cierto 

grado de discriminación entre cepas, que a la vez se separan con bastante coherencia 

cuando se tiene en cuenta la subdivisión proporcionada mediante los métodos de 

serotipado y fagotipado. Es interesante destacar la agrupación de todas las cepas de la 

variedad monofásica únicamente con aquellas cepas pertenecientes al serotipo 

Typhimurium, con las que también se habían relacionado genéticamente en el primer 

estudio. Además, se mantiene también la agrupación de cepas pertenecientes a los 

fagotipos 104 y U302, separadas de las cepas del fagotipo 104b. 

Aunque las cepas pertenecientes a los serotipos Virchow y Tilburg han 

permanecido agrupadas en un mismo “cluster”, este sistema de biotipado ha sido 

capaz de diferenciar otras cepas pertenecientes a serotipos distintos e incluso separar 

variedades de un mismo serotipo. De esta manera, nos ha permitido separar cepas de 

distinto origen geográfico del serotipo Choleraesuis y cepas del serotipo Anatum 

aisladas en años diferentes. Es interesante destacar, no sólo la capacidad del sistema 

para determinar posibles relaciones entre cepas en estudio, sino también la capacidad 

de separar aquellas cepas que se sospechan a priori relacionadas entre si. 
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6. CONCLUSIONES 
 
 

1. La selección y combinación adecuada de métodos de caracterización fenotípica 

y genotípica utilizados en nuestro estudio, nos han permitido concluir el origen 

común de las cepas monofásicas, pudiendo constatar que nuestros aislamientos 

monofásicos son en realidad una variedad del fagotipo U302 de Salmonella 

enterica subespecie enterica serotipo Typhimurium.  

 

2. Los resultados obtenidos con el sistema de biotipado descrito y su correlación 

con los observados previamente mediante el serotipado y el fagotipado, 

confirman el potencial de esta técnica como posible marcador epidemiológico y 

justifican la necesidad de llevar a cabo nuevos estudios con el fin de validar el 

método y aumentar su poder de discriminación. En cualquier caso, este método 

de caracterización debe utilizarse únicamente con el propósito de establecer 

relaciones entre cepas de forma preliminar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 49

7. RESUMEN 

 

La salmonelosis es la toxiinfección alimentaria transmitida a través de 

productos y subproductos de origen animal más importante en los países 

desarrollados. A esto hay que añadir la aparición de cepas de Salmonella 

multirresistentes debido principalmente al abuso de antimicrobianos en las 

explotaciones animales. Estos hechos motivan la necesidad del estudio y vigilancia 

epidemiológica de Salmonella en todo el mundo. Para ello se requiere de métodos de 

identificación y caracterización adecuados, que puedan ser útiles para establecer 

relaciones de similitud entre las cepas aisladas y detectar así, el origen de brotes 

epidémicos, permitiendo realizar un seguimiento comparable a nivel mundial. 

Cuando en el año 1997 se aisló en España por vez primera la cepa monofásica 

de Salmonella con fórmula antigénica (4,5,12:i:-), se llevaron a cabo diversos estudios 

epidemiológicos con el fin de establecer su posible origen. Este “nuevo serotipo” 

presentaba con frecuencia un perfil de multirresistencia R-ACSSuT-GSxT, con 

fagotipo U302 en más del 55% de los casos. Mediante el uso de distintos métodos de 

caracterización (la determinación del perfil de restricción mediante electroforesis en 

campo pulsado (PFGE), el perfil plasmídico, el de antibiorresistencia y el fagotipo) 

determinamos la posible relación genética de 48 cepas de Salmonella enterica subsp 

enterica procedentes de muestras de cerdo en Cataluña, aisladas en nuestro laboratorio 

durante el periodo comprendido entre 1998 y 2000. Veintitrés de estas cepas 

pertenecían a S. enterica (4,5,12:i:-), 24 a S. enterica serotipo Typhimurium 

(4,5,12:i:1,2) y una cepa a S. enterica (4,5,12:-:-). Después de combinar los perfiles de 

PFGE, obtenidos con el uso de dos enzimas de restricción distintas (XbaI y BlnI), se 

observó que las 48 cepas se agrupaban en 7 patrones de restricción combinados (perfil 

XB). Los 23 aislamientos del serotipo (4,5,12:i:-) y 10 cepas del serotipo 

Typhimurium presentaban un mismo patrón. Tres de estas 10 cepas con fagotipo 

U302 aisladas durante los primeros años del estudio, compartían a su vez el perfil 

plasmídico y patrón de multirresistencia característico de la cepa monofásica. A partir 

del análisis de las relaciones entre las cepas del estudio, concluimos que el nuevo 

serotipo monofásico era en realidad una variedad monofásica del serotipo 

Typhimurium U302.  
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 Un factor a tener en cuenta en los estudios epidemiológicos y de brotes 

epidémicos, es el tiempo necesario para establecer relaciones entre las cepas aisladas 

de muestras clínicas y determinar así, el posible origen de las mismas. Una 

herramienta que establezca de forma preliminar y con cierto grado de fiabilidad estas 

relaciones sería de gran ayuda. El perfil bioquímico clásico para la caracterización e 

identificación de cepas de Salmonella, tiene sólo en cuenta los resultados positivos o 

negativos frente a substratos concretos, utilizados para la identificación de las distintas 

subespecies del género. Con nuestro segundo estudio determinamos relaciones entre 

135 aislamientos de Salmonella pertenecientes a varios serotipos, incluyendo cepas de 

la variedad monofásica, mediante el uso de datos de cinéticas bioquímicas de las 

pruebas utilizadas para la identificación de subespecies de Salmonella. El biotipado 

permitió obtener seis grandes grupos que incluían al 94% del total de cepas (n=127). 

El porcentaje de similitud dentro de un mismo grupo era ≥95%. En algunos de los 

grupos se observaron no sólo cepas pertenecientes a un mismo serotipo sino también 

variedades fenotípicas de éstos. Las cepas restantes (n=8), constituían grupos con un 

único aislamiento. Esto sugiere que los datos de las cinéticas de las reacciones 

metabólicas utilizadas para identificar y biotipar a las subespecies de Salmonella 

enterica, pueden utilizarse para determinar de forma preliminar relaciones entre 

aislamientos en un periodo corto de tiempo. 
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