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Caracterizacion fenotipica y genotipica de Salmonella
Typhimurium variante 5- asociada a un brote de enfermedad
transmitida por alimentos en el municipio de Paz de Rio, Boyaca, 2010

Miguel Angel Diaz Osorio', Paula Lucia Diaz Guevara?, Edna Catering Rodriquez Cardenas’,
Lucy Angeline Montafio Valencia?, Mabel Idaliana Medina Alfonso?, Gloria Isabel Gonzdlez Patifio?, Maria Elena Realpe®

RESUMEN

Introduccion: Salmonella enterica serotipo Typhimurium variante 5- es un patdégeno muy
relacionado con animales, especialmente con palomas, y asociado en pocos casos con infec-
ciones esporddicas en humanos. Sin embargo, los sistemas de vigilancia epidemioldgica han
permitido detectarla en brotes en humanos.

Objetivo: caracterizar por técnicas fenotipicas y genotipicas los aislamientos de Salmonella
Typhimurium variante 5- asociados a un brote de enfermedad transmitida por alimentos (ETA)
en el municipio de Paz de Rio, Boyacé, en el 2010.

Materiales y métodos: doce aislamientos de Salmonella spp., fueron remitidos para confir-
macién bioquimica, identificacidon del serotipo y perfil de susceptibilidad antimicrobiana. Se
analizaron genotipicamente por electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) con las enzimas
Xbaly Binl.

Resultados: todos los aislamientos se confirmaron como Salmonella spp., y presentaron resis-
tencia a tetraciclina y estreptomicina y sensibilidad a los demas antibiéticos ensayados; 11/12
se identificaron como Salmonella Typhimurium variante 5- y mostraron en la PFGE el patron
COIN10.JPX.X01.0168 con la enzima Xbal y dos aislamientos de este mismo grupo se confir-
maron con la enzima B/nl obteniendo el patréon de PFGE COIN10.JPX.A26.0002. El aislamiento
restante se identificd como Salmonella Typhimurium con patrén de PFGE con la enzima Xbal
COIN10.JPX.X01.0221.

Conclusiodn: se reporta por primera vez en Colombia un brote de ETA asociado epidemioldgi-
camente con aislamientos de Salmonella Typhimurium variante 5- que estuvieron relaciona-
dos fenotipica y genéticamente.
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SUMMARY

Phenotypic and genotypic characterization of
Salmonella Typhimurium variant 5- isolates asso-
ciated with an outbreak of food-borne disease in
Paz de Rio, Boyaca, Colombia, in 2010

Introduction: Salmonella enterica serotype Typhimuri-
um variant 5- is a pathogen closely related to ani-
mals, especially pigeons, which has been also associ-
ated in rare cases with sporadic infections in humans.
However, epidemiological surveillance systems have
enabled the detection of this variant in human out-
breaks.

Objective: To characterize by means of phenotypic
and genotypic techniques the isolates of Salmonella
Typhimurium variant 5- associated with an outbreak
of food-borne disease in Paz de Rio, Boyaca, Colombia
(2010), in order to establish their molecular relationships.

Materials and methods: Twelve isolates of Salmo-
nella spp., were analyzed by biochemical, serotyping
and antimicrobial susceptibility tests. Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) with Xbal and Binl enzymes was
used to establish their molecular relationships.

Results: All isolates were confirmed as Salmonelia spp.
They were resistant to tetracycline and streptomycin
and sensitive to the rest of antibiotics tested. Eleven
isolates were identified as Salmonella Typhimurium
variant 5- and grouped in COIN10.JPX.X01.0168 pattern
using the enzyme Xbal; two isolates in this group were
confirmed using the enzyme Binl with the COIN10.
JPX.A26.0002 pattern. One isolate was identified as
Salmonella Typhimurium with COIN10.JPX.X01.0221
pattern with the enzyme Xbal.

Conclusion: This is the first outbreak in Colombia of
foodborne illness epidemiologically associated with
isolates of Salmonella Typhimurium variant 5 -, which
were phenotypically and genetically related.

KEY WORDS

Epidemiologic Surveillance; Foodborne Diseases;
Salmonella Typhimurium; Serotyping; Salmonella
Infections

INTRODUCCION

De las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA), la salmonelosis es una de las mds comunes y
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estd ampliamente distribuida en el mundo; se la con-
sidera un problema de salud publica principalmente
en paises en vias de desarrollo. Es causada por Salmo-
nella enterica y generalmente contraida por el con-
sumo de alimentos de origen animal, principalmente
carne, pollo, huevos y leche, y también por vegetales
contaminados con materia fecal (1). Dependiendo
del tamano del inéculo, los factores de virulencia y el
estado inmunoldgico del paciente, puede ocasionar
desde una infeccién gastrointestinal leve y autolimitada
hasta una enfermedad sistémica que Ilega a poner en
peligro la vida del paciente (2).

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud,
se calcula que en los Estados Unidos de América se
presentan anualmente 1,4 millones de casos de
salmonelosis no tifoidea, que Ilevan a 15.000 hos-
pitalizaciones y 580 muertes cada afno (3). Segtn el
Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) (4),
en 2009 se informaron en Colombia 1.688 casos de
salmonelosis y se determind como causa a Salmone-
[la enterica en 13% de los brotes de ETA; por su parte,
datos del Grupo de Microbiologia de la Red Nacional
de Laboratorios (RNL) del Instituto Nacional de Salud
(INS) mostraron que Salmonella Typhimurium fue el
segundo serotipo mas prevalente identificado en el
28% de los 734 aislamientos analizados en ese mismo
ano (5).

Actualmente se conocen 2.579 serovares de Salmone-
Ila caracterizados segiin el esquema de White-Kauff-
mann-Le Minore (W-K-L), que se basa en la deteccién
de los antigenos del polisacarido O, que determinan el
serogrupo, los factores flagelares H1 y H2 y el antigeno
capsular Vi que complementan la definicién del sero-
tipo (6). Segun la caracterizacién con antisueros es-
pecificos, Salmonella Typhimurium posee la férmula
antigénica 1,4,[5],12:i:1,2 que expresa los factores an-
tigénicos O:1, O:4, O:5 y O:12 del grupo O somatico
y los antigenos flagelares H1:i y H2:1,2. Sin embargo,
se reconoce una variante 5 negativa (anteriormente
[lamada variante Copenhagen) con férmula antigé-
nica 1,4,12:i:1,2, que no expresa el factor antigénico
O:5, pero mantiene los mismos antigenos flagelares
H1y H2 (7). Aunque inicialmente se reportd Salmoneila
Typhimurium variante 5- asociada a infecciones en
palomas, también se la ha aislado de vacas y cerdos
y ocasionalmente de perros y gatos (8,9). Muy pocas
veces se ha relacionado esta variante de Salmonella
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Typhimurium con casos esporadicos y brotes de enfer-
medades en humanos y otros mamiferos; también se
ha documentado que los aislamientos de esta variante
en palomas difieren en sus caracteristicas bioquimicas
y susceptibilidad a fagos de aquellos encontrados en
humanos y otros animales (10).

Son pocos los informes publicados sobre la preva-
lencia e implicacion de Salmonella Typhimurium
variante 5- como agente causal de ETA en el mundo.
Un estudio hecho en California por Cody y colabo-
radores en 1997 identificd dos brotes de Salmonella
Typhimurium, uno de los cuales, debido al consumo
de queso fabricado con leche cruda, fue causado por
la variante 5- (11); en el sur y el oeste de Finlandia se
registré otro brote debido a esta misma variante, por
consumo de ensalada de vegetales; en €l se logrd
identificar la lechuga como el alimento implicado
(12). En Colombia no se ha reportado ningun brote de
ETA debido a la variante 5-.

Desde el ano 1997 hasta el 2011 el programa de vigi-
lancia por el laboratorio de patdégenos causantes de
enfermedad diarreica aguda (EDA), realizado por el
Grupo de Microbiologia RNL con la participaciéon de
los laboratorios departamentales de Salud Publica
del pais, identificd 5.641 aislamientos de Sa/monella
enterica, de los cuales Salmonella Typhimurium fue
el serovar més prevalente: 32,3%. Sin embargo, solo
desde el 2003 se ha logrado identificar la variante 5-
en el 5,1% de los serotipos de Salmonella enterica (5).

La técnica de electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE, por la sigla en inglés de pulsed field gel elec-
trophoresis) es una herramienta importante en la
vigilancia epidemioldgica para la deteccion y reco-
nocimiento de brotes de infeccion; ademaés de iden-
tificar la fuente, permite monitorear la tendencia a lo
largo del tiempo vy atribuir la enfermedad humana a
varios alimentos y animales (13,14). Tal vigilancia es
necesaria para ayudar a prevenir los brotes de enfer-
medades transmitidas por alimentos y sensibilizar a
las autoridades de salud, a los productores de alimen-
tosy a los consumidores (15). Colombia participa des-
de el 2004 en la Red PulseNet Latinoamérica y el Ca-
ribe y estd certificada para hacer la técnica de PFGE
para Salmonella con la enzima Xbal.

En el presente articulo se describe por primera vez la
caracterizaciéon fenotipica y genotipica de Salmonella

Typhimurium variante 5- asociada epidemioldgica-
mente a un brote de ETA en el municipio boyacense
de Paz de Rio.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del brote

El 14 de marzo de 2010 en un evento comunal se dis-
tribuyd aproximadamente a 800 personas arroz ato-
llado (ingredientes: arroz, pollo, salchicha, chorizo,
verdura y salsa de tomate) en un garaje del municipio
de Paz de Rio, Boyacd, preparado el dia anterior en
un restaurante del municipio. Segun el informe entre-
gado por la Oficina de Epidemiologia de la Secretaria
Departamental de Salud de Boyacé, entre los dias 16
y 20 de marzo de 2010, 84 personas que habian con-
sumido el arroz atollado acudieron, por sintomas de
gastroenteritis aguda, a la Empresa Social del Estado
(ESE) Salud Paz de Rio donde se les hizo evaluacion
clinica y de laboratorio. De los 84 pacientes evaluados
clinicamente, solo 12 remitieron al laboratorio de
dicha ESE muestra de materia fecal para coproldgico
y coprocultivo. Las muestras se tomaron, dentro de
las primeras 24 horas de haberse presentado el brote,
en el medio de transporte de Cary-Blair y se mantu-
vieron a temperatura ambiente. Para el aislamiento
de la bacteria se utilizaron la siembra directa en los
medios XLD y Hektoen Enteric (Oxoid, UK) y el preen-
riquecimiento en caldo selenito (Oxoid, UK). La con-
firmacion bioquimica convencional se hizo utilizando
los medios Triple Sugar Iron Agar (TS]), Lysine Iron
Agar (LIA), Citrato de Simmons, agar para motilidad,
Urea y Lisina (BD, EE. UU.) con los que se llegd a la
identificacion de Salmonella spp. Posteriormente, los
12 aislamientos se enviaron al Grupo de Microbiologia
del INS para su confirmacién, serotipificacién y
determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana.

Definicion de caso

Todo paciente que consultd a la ESE Paz de Rio por
un cuadro clinico de EDA y habia consumido el arroz
atollado el 14 de marzo de 2010.

Investigacion epidemioldgica

Se llevd a cabo una visita al restaurante donde se pre-
pard el arroz para hacer una inspeccién sanitaria de
acuerdo con el Decreto 3075 de 1997 del Ministerio de
Salud (16), en la que se verificaron las condiciones
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higiénico-sanitarias del establecimiento y los equipos
y utensilios de trabajo. Ademas, se solicito el examen
de manipulacién de alimentos y se tomaron dos
muestras de agua de los grifos del restaurante, las
cuales se enviaron al Laboratorio de Salud Publica
(LSP) de Boyaca, para analisis fisico-quimicos y micro-
bioldgicos con identificacion de coliformes y entero-
patdgenos de acuerdo con la normatividad vigente (17).
No se logré obtener para el anélisis ninguna porcion
del arroz atollado porque se habia consumido en su
totalidad. Ademas, se recolectaron los datos demo-
graficos de las personas intoxicadas que incluyeron
edad y sexo mediante la ficha epidemioldgica de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos del Instituto
Nacional de Salud Cod. INS 355 (18) a cargo del técnico
de saneamiento ambiental.

Caracterizacion fenotipica y genotipica
de los aislamientos de pacientes

Por medio de las pruebas bioquimicas convencionales
ya mencionadas y el sistema semiautomatizado
MicroScan® con panel NC50 (Siemens, Alemania) se
confirm¢ la identificacion del género Salmonella spp.
Se hizo serotipificacién de acuerdo con el esquema
de W-K-L, utilizando antisueros monovalente y
polivalente de grupo para detectar el antigeno O por
aglutinacién en ldmina y las flagelinas H1 y H2 por
floculacién en tubo (Difco, EE. UU.) (19). La suscep-
tibilidad antimicrobiana se determiné por el método
de difusion de disco (Kirby-Bauer) a cloranfenicol (30
ug), cido nalidixico (30 ug), amoxicilina-acido clavu-
lanico (20/10 ug), tetraciclina (30 ug), aztreonam (30
ug), amikacina (30 ug) y estreptomicina (10 ug); y por
concentracion minima inhibidora (CMI) con el sistema
semiautomatizado MicroScan® con panel NC50 (Sie-
mens, Alemania) a ciprofloxacina (CIP), trimetroprim-
sulfametoxazol (SXT), ampicilina (AMP), meropenem
(Mer), cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ) de acuerdo
con las recomendaciones y el criterio de interpreta-
cion establecidos en 2010 por el Instituto de Estandares
de Laboratorio Clinico (CLSI, por la sigla en inglés de
Clinical Laboratory Standards Institute) (20). La sub-
tipificacion molecular se hizo por la técnica de elec-
troforesis en gel de campo pulsado (PFGE) con las
enzimas de restriccién Xbal (Promega, EE. UU.) y Binl
(Roche, EE.UU.) utilizando la cepa estandar de refe-
rencia Salmonella Braenderup H9812 como control
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de calidad y siguiendo el protocolo estandarizado por
[a Red PulseNet (CDC, Atlanta, EE. UU.) (14). El analisis
de los patrones de bandas generados por la PFGE se
efectud con el programa Gel Compare 2® V.4 (Applied
Maths. Bélgica) utilizando el coeficiente de Dice para
determinar la matriz de distancia con una optimiza-
cion del 1,5% y una tolerancia del 1,5% en la posicion
de las bandas; para la construccion del dendrogra-
ma se utilizo el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method). La definicion de las categorias de las
relaciones genéticas entre los aislamientos se basd en
los criterios de Tenover (21).

RESULTADOS

Descripcion del brote

De las 800 personas que consumieron el arroz atollado,
84 presentaron enfermedad, lo que representa una
tasa de ataque del 10,5%; la mayoria de los afectados
(n = 52; 61,8%) fueron mujeres. Hubo afectados en
todos los rangos de edad desde menores de un ano
hasta mayores de 65 anos, con predominio del rango de
15 a 44 afos que agrupd el mayor nimero de pacientes
(n = 41; 48,8%). Los sintomas mdas comunes fueron:
diarrea (100%), mialgias (100%), artralgias (100%) y
fiebre (83%). De acuerdo con la curva epidémica, se
logré determinar que el primer caso se presento el 16
de marzo del 2010 y el altimo el 20 de marzo del 2010;
mas del 50% de las consultas médicas se presentaron
entre 24 y 48 horas después de haber consumido el
alimento.

Investigacion epidemioldgica

Elreporte técnico de saneamiento ambiental determind
que el restaurante, los equipos y utensilios empleados
en la preparaciéon de los alimentos y [os manipuladores
de estos cumplian con las condiciones higiénico-
sanitarias y las medidas de proteccién personal, de
acuerdo con lo dispuesto en el Decreto 3075 de 1997
del Ministerio de Salud. Las muestras de agua de los
grifos no presentaron coliformes totales ni enteropa-
tdgenos y se establecid un valor aceptable (sin riesgo
para la salud humana) en los parametros fisico-
quimicos analizados, teniendo en cuenta la Resolu-
cién 2115 de 2007 del Ministerio de la Proteccion
Social y el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarollo
Territorial.
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De acuerdo con la entrevista hecha a la manipuladora
de alimentos y propietaria del restaurante, se deter-
mind que el pollo y el arroz, que fueron preparados el
dia anterior a su distribucién, se almacenaron a tem-
peratura ambiente sin refrigeracion; ademas, no se
logré evidenciar las condiciones previas de transporte
y distribucién de los ingredientes utilizados en la pre-
paracion del arroz atollado. El lugar (garaje) donde se
repartio este no era adecuado para tal fin y las personas
intoxicadas declararon no haber consumido ningun
otro alimento.

Caracterizacion fenotipica y genotipica
de los aislamientos de pacientes

Los 12 aislamientos enviados por el LSP de Boyacéa
se confirmaron por métodos bioquimicos y semiauto-
matizados como Salmonella spp. Al serotipificarlos se
establecio que 11 correspondian al serotipo Typhimu-
rium variante 5- y el aislamiento restante, a Salmonella

PFGE-Xbal PFGE-Binl

Typhimurium. Todos presentaron el mismo patrén de
susceptibilidad antimicrobiana con resistencia a tetra-
ciclina y estreptomicina y sensibilidad al resto de los
antibioticos ensayados.

La digestiéon con la enzima de restriccion primaria
Xbal del ADN cromosomico de los 12 aislamientos
generd dos patrones distintos de PFGE: uno de ellos
agrupo los 11 aislamientos de Salmonella Typhimu-
rium variante 5- como indistinguibles, codificados
como COIN10.JPX.X01.0168 y caracterizados por 13
bandas entre 803pb y 22pb. El otro patron estuvo
representado por un solo aislamiento de Salmonella
Typhimurium codificado como COIN10.JPX.X01.0221
y generd 11 bandas entre los 980pb y 31pb. De acuerdo
con la técnica de PFGE de la Red PuiseNet-CDC para
estudio de brotes, se confirmaron dos aislamientos
indistinguibles con la enzima secundaria Binl y se
obtuvo un patrén de 11 bandas idénticas, denominado
COIN10.JPX.A26.0002 (figura 1).

o
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Cepa Patron de PFGE Patron de PFGE
Xbal Binl

129 COIN10.JPX.X01.0168
131 COIN10.JPX.X01.0168
132 COIN10.JPX.X01.0168
133 COIN10.JPX.X01.0168

B 134 COIN10.JPX.X01.0168 COIN10.JPX.A26.002
i ;L“ 136 COIN10.JPX.X01.0168
137 COIN10.JPX.X01.0168

138 COIN10.JPX.X01.0168 COIN10.JPX.A26.002
COIN10.JPX.X01.0168
141 COIN10.JPX.X01.0168
135 COIN10.JPX.X01.0168
140 COIN10.JPX.X01.0221

Figura 1. Dendrograma de los patrones de PFGE con las enzimas Xbal y BInl, de 11 aislamientos de Salmonella Typhimurium var.
5-y uno de Salmonella Typhimurium hechos a partir de materia fecal

El andlisis del dendrograma determind una similitud
del 100% entre los 11 aislamientos identificados como
Salmonella Typhimurium variante 5-, lo cual los hace
indistinguibles genéticamente, mientras que el otro
aislamiento, a pesar de pertenecer al mismo género,
especie y serotipo, presentd una similitud del 65% sin
relacién genética con los de la variante 5-.

DISCUSION

La determinacién de las caracteristicas bioquimicas,
seroldgicas y de susceptibilidad antimicrobiana es la
base fundamental para identificar un posible brote de
infeccidn, pero es necesario el andlisis del perfil
genético de PFGE para poder asociar los aislamientos

2]
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idénticos o estrechamente relacionados con la fuente
de infeccion del brote (13).

Aunque no se logrd recuperar ninguna porcién del
alimento implicado en el brote de ETA para su con-
firmacién, se lo pudo asociar epidemiolégicamente
con los aislamientos de Salmonella Typhimurium
variante 5- identificados en las personas afectadas,
pues se tuvo en cuenta la informacidn sobre la ocu-
rrencia del evento en el mismo tiempo, [ugar y personas
implicadas. Sin embargo, no se logré establecer el
mecanismo por el cual se contaminaron los alimentos
asociados con el brote.

De acuerdo con los datos de vigilancia epidemioldgica
de los serotipos de Salmonella, la prevalencia de
Salmonella Typhimurium variante 5- en Colombia
entre el 2003 y el 2009 fue de 5,4% (datos no publica-
dos de la Vigilancia por Laboratorio de Aislamientos Cau-
santes de Enfermedad Diarreica Aguda, EDA), porcen-
taje mayor que el 2,5% reportado por el Centro para
el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) en
ese mismo periodo (7). Sin embargo, cabe aclarar
que no se tomaron los afnos anteriores a 2003 de la
vigilancia en Colombia, ya que la variante 5- no se
identificd por la no utilizacidon del antisuero mono-
valente que detecta el antigeno somatico O:5 y no se
tomaron [os anos 2010y 2011 de Colombia porque no
hay registros de esta variante publicados en el Sistema
Nacional de Vigilancia del CDC para ser comparados.
Esto amerita que se mantenga dentro de la vigilancia
epidemioldgica la identificacion de la variante 5- en
los serotipos de Salmonella Typhimurium para cono-
cer su frecuencia de circulacién en el pafs.

Los 11 aislamientos de Salmonella Typhimurium
variante 5- identificados en este estudio fueron sensibles
a la mayoria de los antibidticos ensayados, excepto
a tetraciclina y estreptomicina, o que contrasta con
el patrén multirresistente informado en otros aisla-
mientos de la variante 5- relacionados con el fagotipo
DT104 en brotes de Estados Unidos y Finlandia (11,12).

El patréon COIN10.JPX.X01.0168 hallado en los aisla-
mientos de este brote se ha detectado desde 2005 en
114 aislamientos tanto de Salmonella Typhimurium
como de la variante 5-, [os cuales han sido recuperados
de eventos esporadicos procedentes de los depar-
tamentos de Antioquia, Boyacd y Cundinamarca y de
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Bogotd dentro del programa de vigilancia por el
laboratorio de patdgenos causantes de EDA (5).

Se considera que la salmonelosis es un problema
mundial de salud publica que afecta a personas de
cualquier edad y condicién social y que constituye
una de las causas més comunes de gastroenteritis
en los grupos maés vulnerables, los nifilos y los an-
cianos, en los que puede ocasionar la muerte (1).
En este estudio la variante 5- afectd a personas en
todos los rangos de edad con predominio en el de
5 a 64 anos en el que se presentd mas del 80% de
los casos; no hubo ninguna defuncién debido a la
oportuna accion de los servicios de salud del de-
partamento de Boyacédy a la edad en que se presen-
taron estos casos; sin embargo, un brote epidémico
de esta variante 5- en Panamd afectd a 10 recién
nacidos en una sala de neonatologia, quienes su-
frieron un cuadro clinico de diarrea grave y sepsis
neonatal, con una tasa de mortalidad del 100% (22).
Ello demuestra la importancia de la identificacion
de este patdgeno, que podria ocasionar cuadros cli-
nicos graves, a pesar de la baja frecuencia con que
se lo informa.

Hay muy pocos informes de la implicacién de Salmonella
en casos de infeccién con mas de un serotipo (23,24).
Entre ellos, Desy y colaboradores (25) reportaron un
brote de ETA en personas que habian consumido en-
salada de papa; en muestras de materia fecal de uno
de los pacientes y en las de un trabajador del servicio
de alimentos se identificd Salmonella Typhimurium
variante 5- en coinfeccién con Salmonella Schwar-
zengrund. La frecuencia de este tipo de coinfecciéon
puede ser mayor de o que se reconoce, por lo que
amerita un andlisis de varias colonias de un mismo
cultivo, tanto por serotipificaciéon como por PFGE,
para determinar la presencia de dos o mas serotipos
en un brote.

En este estudio se logrd describir el primer brote de
ETA en Colombia con 11 casos confirmados de infec-
cién por Salmonella Typhimurium variante 5-, que
se asoci6 epidemioldgicamente al consumo de arroz
atollado en el municipio boyacense de Paz de Rio.
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