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Brotes de enfermedades transmitidas
por los alimentos estudiados mediante
técnicas moleculares

Foodborne disease outbreaks studied by molecular techniques

Elkin E. Hernandez-Porras, Liliana E. Rosero-Torres, Eliana L. Parra-Barrera,
Jaime A. Guerrero-Montilla, Adriana L Gémez-Rubio y Jaime Moreno
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RESUMEN

Objetivo Aplicar una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mdltiple
en tiempo real para la deteccion de Salmonella spp., Listeria monocytogenesy Yersinia
enterocolitica, como herramienta de apoyo diagndstico en la vigilancia de brotes de
enfermedad transmitida por alimentos.

Materiales y Métodos Se aplicé la metodologia molecular en muestras clinicas prove-
nientes de individuos que estaban asociados a brotes de enfermedad transmitida por
alimentos de dos departamentos de Colombia. Los resultados se compararon con los
datos arrojados por la metodologia convencional de cultivo. Adicionalmente a los ais-
lamientos obtenidos se les evalud relacion clonal mediante la técnica de electroforesis
de campo pulsado (PFGE).

Resultados Se determinod un total de 123 casos de enfermedad transmitida por ali-
mentos de los cuales 45 muestras biolégicas fueron confirmadas por laboratorio y 88
mediante nexo epidemioldgico. La metodologia molecular detecté 35/45 muestras
positivas frente a 17/45 muestras positivas detectadas mediante la metodologia con-
vencional. La PFGE demostro relacion clonal en cada brote.

Conclusién Los resultados del estudio demuestran la aplicabilidad de la técnica mole-
cular como herramienta util de apoyo diagndstico en la caracterizacion de brotes de
enfermedad transmitida por alimentos, permitiendo una respuesta oportuna y confiable.

Palabras Clave: Salmonella; listeria monocytogenes; yersinia enterocolitica; reaccion
en cadena de la polimerasa; brotes de enfermedades; enfermedades transmitidas por
los alimentos (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective To apply a multiplex real-time polymerase chain reaction (PCR) technique
to detect Salmonella spp., Listeria monocytogenes, and Yersinia enterocolitica as a
diagnostic support tool for the surveillance of foodborne disease outbreaks.

Materials and Methods Molecular methodology was applied on clinical samples taken
from individuals who were associated with foodborne disease outbreaks in two depart-
ments of Colombia. The results were compared with the data obtained by conventional
culture methodology. In addition, the clonal relation of the isolations was evaluated
using the Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) technique.

Results 123 cases of foodborne disease were determined, of which 45 biological sam-
ples were confirmed by laboratory and 88 by epidemiological link. The molecular metho-
dology detected 35/45 positive samples versus 17/45 positive samples detected by con-
ventional methodology. PFGE demonstrated a clonal relation during each outbreak.
Conclusion The results of the study demonstrate the applicability of the molecular
technique as a useful diagnostic support tool to characterize foodborne disease out-
breaks, allowing a timely and reliable response.
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foodborne diseases (source: MeSH, NLM).

as enfermedades transmitidas por los alimentos

(ETA) representan un problema para la salud pu-

blica mundial, siendo la causa mas comun la in-
feccidn bacteriana; se estima que aproximadamente 76
millones de casos ocurren en Estados Unidos cada afo
(1) y generan un considerable costo econémico (2). Se
ha descrito a Salmonella spp., Listeria monocytogenes, y
Yersinia enterocolitica entre los principales agentes etio-
16gicos de las ETA. Salmonella se clasifica en mds de 2 500
serotipos patogenos, de los cuales los serotipos Enteritidis
y Typhimurium se constituyen como los mas comunes a
nivel mundial y la infeccién resulta de la ingestion de car-
ne, cerdo, huevos o leche contaminados con esta bacteria
(3). L. monocytogenes es transmitida principalmente por
alimentos contaminados; asociados al consumo de leche,
alimentos procesados y carnes, entre otros. Clinicamen-
te la infeccién por Listeria incluye gastroenteritis febril,
meningitis, bacteriemia y puede llegar a ser fatal (4,5).
La infeccién por Yersinia, se ha hecho més frecuente en
los dltimos afios debido a la transmisién al humano por
el consumo de animales de granja que pueden ser fuente
de infeccién. La patogénesis es una infeccion aguda que
se inicia en el intestino y continda con la infeccién en los
ndédulos linfaticos (6).

La rapida identificacion del agente causal de brotes de
ETA es importante en la disminucién de la morbi-mor-
talidad, y reduce los costos econémicos asociados a las
enfermedades transmitidas por los alimentos. Los méto-
dos convencionales de cultivo son laboriosos y demandan
de mucho tiempo para emitir un resultado (aproximada-
mente tres a cinco dias), ademads el transporte de muestras
afecta la conservacién de microorganismos viables en la
muestra, lo cual puede verse reflejado en una baja sensibi-
lidad. El desarrollo de técnicas diagndsticas moleculares
como la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR-TR) permite mayor eficiencia, sensibilidad y
rapidez en el tiempo de deteccién de microorganismos
en muestras clinicas y de alimentos frente a los métodos
convencionales, superando la deteccién de casos positi-
vos obtenidos por cultivo (7).

En Colombia, el sistema de vigilancia ha notificado
que la enfermedad transmitida por alimentos increment6
de 2 983 a 11 836 casos, desde el afio 2000 al 2012, res-
pectivamente (8). Sin embargo, estos datos no reflejan la
incidencia real de las enfermedades transmitidas por los
alimentos en Colombia debido a las limitaciones del sis-
tema de informacién epidemioldgica, en donde no todos

los casos son notificados, y entre los notificados, algunos
no son investigados. Considerando que la investigacion
de los brotes de enfermedades transmitidas por los ali-
mentos es necesaria para identificar las posibles causas
y factores de riesgo, para prevencion y control de brotes,
como objetivo este estudio aplicé una técnica de Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa miiltiple en tiempo real
(PCR-TR) para la deteccion de Salmonella spp., Listeria
monocytogenes 'y Yersinia enterocolitica, como herra-
mienta de apoyo diagndstico en la vigilancia de brotes de
enfermedad transmitida por alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Estandarizacion de la PCR-TR muiltiple

Se emplearon como controles positivos cepas de L. mo-
nocytogenes ATCC 19115, S. Typhimurium ATCC 14028
y Y. enterocolitica ATCC 33114. E1 ADN gendmico de
cada bacteria fue extraido empleando el estuche Wizard
(Promega, usa) de acuerdo a las especificaciones de
casa matriz. El ADN fue cuantificado usando el espec-
trofotémetro NanoDroop ND-1000 (NanoDrop Techno-
logies, Rockland, DE).

Se emplearon iniciadores y sondas Tagman para am-
plificar los blancos genéticos utilizados en la deteccién
de Salmonella spp., gen invA (9), L. monocytogenes
(hly) (10), y Y. enterocolitica (ail) (11). Para la reaccién
de amplificacién se emple6 el estuche LightCycler 480
Probes Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many) y se utiliz6 el equipo LightCycler 480 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Los volimenes y
concentraciones estandarizadas fueron: 1oul de Probes
Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany); 600
nM de iniciadores para Salmonella spp., 300 nM para
L. monocytogenes y Y. enterocolitica; 400 nMm de cada
sonda; 0,2 ul de agua y 7,4 ul del extracto purificado
del ADN de la muestra, para un volumen final de 20 pul
por reaccion. Los parametros de termociclado fueron:
un ciclo de preincubacién a 95°C por 10 minutos, se-
guido de 42 ciclos de 95°C por 10 segundos, 58°C por
20 segundos, extension de 72°C por 20 segundos y un
ciclo final de enfriamiento de 3 minutos. La sensibilidad
analitica se determiné mediante diluciones seriadas del
ADN de las cepas utilizadas a partir de suspensiones de
concentracion conocida de 20 pg.

La especificidad analitica se realizé a partir de cepas
bacterianas presentes en el tracto gastrointestinal, relacio-
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nadas filogenéticamente a nivel de género o especie, 0 pro-
ductoras de enfermedades transmitidas por los alimentos.

Aplicacién de la PCR-TR muiltiple en estudio de
brotes de ETA
La pcr-TR multiple se empled para la identificacion del
agente causal en cuatro brotes de enfermedad transmitida
por alimentos, identificados en las ciudades de Cali (Va-
lle del Cauca) y Pasto (Narifio) ciudades situadas a una
distancia de 440 y 798 Km, respectivamente de Bogota.

Las muestras clinicas se colectaron de las personas
que cumplian con la definicién de brote de ETA, que se
define como un incidente por el que dos 0 mds personas
experimentan una enfermedad similar que resulta de la
ingestion de un alimento comdun al inicio de los sintomas
(12), posteriormente las muestras fueron enviadas a los
respectivos Laboratorios de Salud Publica Departamen-
tales (LsPD) en los medios de transporte Cary Blair (Sal-
monella spp., Y. enterocolitica) y Amies (L. monocyto-
genes), para la deteccion e identificacién de bacterias
por la metodologia convencional de cultivo (13,14). Las
muestras clinicas recolectadas se sembraron en caldos de
enriquecimiento Selenito (Becton Dickinson) y Listeria
Enrichment Broth Base (BLEB) (Becton Dickinson) y se
incubaron a 37°c durante 18 y 24 horas respectivamen-
te. Se tomaron alicuotas de los caldos y se procesaron
siguiendo el Manual de Procedimientos para el Diagnés-
tico Bacteriol6gico de Enfermedad Diarreica Aguda e
identificacién de Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio
cholerae (13). El volumen restante de cada caldo de en-
riquecimiento (Selenito y LEB) se centrifugd a 3500 rpm
durante 10 minutos, el sedimento bacteriano se transfirid
a un nuevo tubo de 1,5 ml y se almacenaron a -20°C para
procesamiento por la metodologia molecular. Posterior-
mente, los LSPD remitieron al Grupo de Microbiologia
del Instituto Nacional de Salud (INS) los sedimentos de
las muestras de materia fecal enriquecidas para procesa-
miento por la metodologia molecular y los aislamientos
recuperados de las muestras clinicas para confirmacién
y serotipificacién de acuerdo al esquema establecido de
Kauffmann-White — Le Minor (13,14). En los casos en
los cuales fue posible tomar muestras de alimentos, estos
se procesaron en el LSPD y los aislamientos obtenidos
fueron confirmados y serotipificados en el Laboratorio
de Alimentos del Instituto Nacional de Vigilancia de Me-
dicamentos y Alimentos (INVIMA) de acuerdo al Manual
de Técnicas para el Control de Calidad Microbiolégico
de Alimentos para Consumo Humano (15).

En el grupo de Microbiologia del INs, los sedimentos
(Selenito y LEB) de cada paciente se mezclaron y proce-
saron como una sola muestra para la extraccion y purifi-
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cacién de ADN empleando el estuche DNeasy blood and
tissue (Qiagen Gmbh, Hilden, Germany) con modifica-
ciones menores: ebullicién a 95°C durante 10 minutos y
volumen final de elucién de la columna en 50ul. Estos
aislamientos fueron testeados por la PCR-TR multiple. En
cada prueba se incluyeron controles negativos de extrac-
ci6én de ADN, reactivos, adicién de ADN (uno por cada cin-
co muestras procesadas) y dos controles positivos.

Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

A los aislamientos de Salmonella spp. obtenidos se les
evalud relacién genética mediante la técnica de electro-
foresis en campo pulsado (PFGE) de acuerdo con la me-
todologfa estandarizada por la Red PulseNet, usando la
enzima de restriccion Xbal (Promega, USA) y la cepa S.
Braenderup H9812 como marcador de peso molecular
(16). En el andlisis se utilizo6 el coeficiente de Dice, y el
algoritmo UPGMA mediante el programa Gel Compare 2%
V.4.0 (Applied Maths, Sint Martens-Latem, Belgium).

RESULTADOS

La sensibilidad analitica de la técnica de PCR-TR multiple
para L. monocytogenes fue de 20 fg (4 equivalentes geno-
micos), de 200 fg (40 eg) para Salmonella spp., y 200 fg
(39 eg) para Y. enterocolitica. En el ensayo de especifici-
dad analitica no se observé amplificaciéon ni reacciones
cruzadas con ninguna de las bacterias evaluadas.

Un total de 123 casos cumplieron con la definicién de
brotes de ETA, de los cuales 35 fueron confirmados por
laboratorio y 88 fueron confirmados por nexo epidemio-
16gico (Tabla 1). EI primer brote se presentd en el mes de
octubre de 2012 en el drea urbana del municipio de Pasto
(Narifio), el cual fue asociado al consumo de empareda-
do de pollo en un restaurante comercial. La tasa de ata-
que fue de 53 % (32/60) y ninguno de los casos requirié
hospitalizacién. El 100 % de los casos presentaron: vo-
mito, diarrea, fiebre, dolor abdominal, cefalea, malestar
general. El grupo de edad mas afectado fue el de 20 a 24
afios (n=10). El periodo de incubacién mas corto y mas
largo fue 7 y 27 horas, respectivamente. Se procesaron
14 muestras de materia fecal por cultivo de las cuales se
obtuvo un aislamiento (1/14) de Salmonella spp. En con-
traste, la metodologia molecular identificé seis muestras
positivas (6/14) para Salmonella spp. (Tabla 1). De los
alimentos implicados en este brote se tomaron muestras
de los ingredientes y se identificé Salmonella spp., en la
muestra de salsa casera a base de huevo. El aislamiento
clinico (INs-S.En2012) y el del alimento fueron serotipifi-
cados como S. Enteritidis. Por la técnica de PFGE, ambos
aislamientos presentaron el mismo patrén electroforético
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Tabla 1. Resultados de la aplicacion de la PCR-TR muiltiple frente al cultivo

Muestras Agente causal
Poblacion Total ) L bioldgicas 9 Aislamiento
Confirmacion L muestras .
No Lugar de Poblacién Afectada casos n muestras (n positivos/ L alimentos
- Procedencia JIVES n muestras) clinicas
Brote consumo Afectada bioldgicas
L NE C PCRTR & itivo
multiple
Aderezo
1 Pasto, Narino Restaurante Comunidad (salsacaseraa 32 6 26 0 14 6/14 114 S. Enteritidis S. Enteritidis
base de huevo)
2 Pasto, Nariio  Hospital Pacientes Pollo %6 M 5 0 13 1113 713  S. Enteritidis NA
hospitalizados
3 Pasto,Narifio  Hotel Estudiantes _ APONdiga 55 9 o5 g 9 99  9/9 S.Infantis L.
(carne molida) monocytogenes
. Establecimiento . L.
4 Cali, Valle o Estudiantes  Huevos, leche 40 9 31 0 9 9/9 0/9 NA
militar monocytogenes

L: Confirmado por laboratorio; NE: confirmado por nexo epidemiolégico; C: confirmado por clinica

identificado como COINI2JEGX01.0038, estableciendo
una relacién clonal entre los dos aislamientos y confir-
mando el origen del brote (Figura 1).

El segundo brote ocurrié en el mes de agosto de 2013
en un hospital del drea urbana del municipio de Pasto (Na-
rifio), se asoci6 al consumo de dieta corriente y blanda. La
tasa de ataque fue de 10 % (16/158). Los signos y sintomas
presentados por los casos fueron: diarrea (100 %), fiebre
(63 %), vomito (44 %) y deshidratacién (31 %). Los gru-
pos de edad més afectados fueron de 15 a 44 afios (n=6) y
de 45 a 64 afios (n=6). El periodo de incubacién mds corto
y mads largo fue 9 y 25 horas, respectivamente. Se procesa-
ron 13 muestras clinicas de materia fecal de las cuales por
cultivo y serotipificacién se identificé S. Enteritidis en 7
muestras (7/13), mientras que por PCR-TR muiltiple se detec-
taron 11 muestras positivas (11/13) para Salmonella spp.,
incluyendo las identificadas por la metodologia convencio-
nal (Tabla 1). No se recuperaron muestras de alimentos,
sin embargo, de acuerdo a la encuesta a los consumido-
res la tasa de ataque por alimento consumido mads alta fue

para el pollo. Los aislamientos clinicos fueron analizados
por la técnica de PFGE arrojando como resultado el patrén
COINI3. JEG.X01.0038 (Figura 1).

El tercer brote sucedié en el mes de septiembre de
2013 y fue asociado al consumo de albéndigas en un
hotel del municipio de Pasto (Narifio). La tasa de ata-
que fue de 22.4 % (35/156), ninguno de los casos requi-
rié hospitalizacién. Los signos y sintomas presentados
por los casos fueron: diarrea (71 %), dolor abdominal
(54 %), nauseas (46 %), vomito (29 %) y fiebre (23 %).
El grupo de edad mds afectado fue el de 5 a 14 afios
(n=25). El periodo de incubacién mds corto y mads lar-
go fue 2 y 12 horas, respectivamente. Se procesaron 9
muestras que fueron positivas por ambas metodologias
(9/9) para Salmonella spp., y serotipificadas como S.
Infantis. Los aislamientos clinicos se evaluaron por la
técnica de PFGE obteniendo como resultado un tnico pa-
trén electroforético COIN13JFXxx01.0001 (Figura 2). Se
procesaron cuatro muestras de alimentos que contenian
arroz, papa, pasta, carne (albondiga) y pollo, identifican-

Figura 1. Dendrograma de los aislamientos clinicos y de alimentos de S. Enteritidis

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%)]
PFGE-Y PFGE-Xbal

o
INS-S En salsa COIN12JEGX01.0038 Food
INS-S.En2012 857 Nariiio COIN12JEGX01.0038 MALE Human
INS-S En2261 689 Nariio COIN13JEGX01.0038 FEMALE Human
INS-S.En2262 690 Nariio COIN13JEGX01.0038 FEMALE Human
INS-S En2263 691 Nariiio COIN13JEGX01.0038 MALE Human
INS-S En2264 692 Nariio COIN13JEGX01.0038 FEMALE Human
INS-S.En2265 693 Nariiio COIN13JEGX01.0038 FEMALE Human
INS-S En2266 694 Narifio COIN13JEGX01.0038 MALE Human
INS-S.En2277 726 Nariiio COIN13JEGX01.0038 MALE Human
INS-S En2289 771 Nariio COIN13JEGX01.0038 FEMALE Human
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Figura 2. Dendrograma de los aislamientos clinicos S. Infantis

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal

PFGE-Xbal

-S.Inf82 Nariio Stool Human 16 828 FEMALE 2013-09-30 Infantis COIN13JFXX01.0001
-S.Inf83 Nariio Stool Human 14 829 MALE 2013-09-30 Infantis COIN13JFXX01.0001
-S.Inf84 Nario Stool ~Human 15 830 FEMALE 2013-09-30 Infantis COIN13JFXX01.0001
-S.Inf85 Narilo Stool ~Human 13 832 MALE 2013-09-30 Infantis COINI13JFXX01.0001
-S.Inf86 Narilo Stool Human 14 833 MALE 2013-09-30 Infantis COIN13JFXX01.0001
-S.Inf87 Nariio Stool Human 14 835 FEMALE 2013-09-30 Infantis COIN13JFXX01.0001
-S.Inf88 Nariio Stool Human 13 836 MALE 2013-09-30 Infantis COIN13JFXX01.0001
-S.In®0 Narilo Stool Human 14 834 MALE 2013-09-30 Infantis COIN13JFXX01.0001

do en todas las muestras L. monocytogenes por ambas
metodologias y en la muestra que contenia albéndiga se
identificé Salmonella spp. por PCR-TR multiple.

El dltimo brote ocurrié en el mes de octubre de 2013, en
el drea urbana del municipio de Cali (Valle) en un estable-
cimiento militar. La tasa de ataque fue de 9.6 % (55/570) y
ninguno de los casos requiri6 hospitalizacién. Los signos y
sintomas presentados por los casos fueron: diarrea (78 %),
nauseas (75 %), vomito (69 %), deshidratacién (67 %), ce-
falea (56 %), escalofrio (40 %) y fiebre (33 %). El grupo de
edad mas afectado fue el de 15 a 19 afios (n=31). El periodo
de incubacién mas corto y mas largo fue 1 y 23 horas, res-
pectivamente. No se procesaron muestras de alimentos, sin
embargo, la tasa de ataque por alimento consumido mads alta
fue para huevos y leche. Se procesaron 9 muestras clinicas
de materia fecal, por cultivo no se obtuvo ningtin aislamiento
(0/9) mientras que por la metodologia molecular todas fue-
ron positivas para L. monocytogenes (9/9).

De acuerdo con los resultados del estudio, la metodo-
logia molecular empleada como herramienta de apoyo
diagndstico en brotes de ETA tuvo una sensibilidad del
77,7 % al identificar el agente causal en 35 muestras
(35/45) frente a 37 % de sensibilidad de la metodologia
convencional donde solo en 17 muestras (17/45) se obtu-
vo aislamiento del agente bacteriano.

DISCUSION

La aplicacion de la pcR-TR multiple para la deteccién de
Salmonella spp., L. monocytogenes'y Y. enterocolitica de-
mostré ser una herramienta util de apoyo diagndstico, en
la caracterizacion de brotes de enfermedades transmitidas
por los alimentos, presentando mayor sensibilidad frente
a la metodologia convencional. También se logré eviden-
ciar casos donde se obtuvo aislamientos de las muestras
clinicas y de alimentos, la técnica de PFGE permitié con-
firmar la fuente del brote.
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S. Enteritidis fue el principal agente causal identifica-
do en los brotes estudiados. Esto concuerda con lo repor-
tado en la literatura donde a nivel mundial, con excepcion
de Oceania y Norte América, donde es clasificado como
el serotipo mds comun en brotes de ETA con una propor-
cién global del 43 % (17). El huevo y el pollo son fuentes
frecuentes de infeccidén y multiplicacién de Salmonella
spp. (17). Alimentos complejos que incluian huevo en su
preparacion, fueron relacionados como fuente de S. Ente-
ritidis en brotes de ETA en Estados Unidos (18) y en Lati-
noamérica, informacién epidemiolégica de veinte paises
obtenida del Regional Information System on foodborne
diseases surveillance, implicaron a la carne, el pollo, el
cerdo y el huevo como las principales fuentes de brotes
por Salmonella spp. (19).

La tipificacion serolégica y molecular de los microor-
ganismos es importante en la investigacién de brotes de
ETA porque permite determinar la fuente de infeccién que
facilita la toma de medidas de control y prevencién de
futuros brotes. En Colombia, los aislamientos de Salmo-
nella spp. recuperados de pacientes, se remiten al Labo-
ratorio de Nacional de Referencia en el INS para seroti-
pificacién y tipificacién molecular por PFGE como parte
del programa PulseNet de Latino América y el Caribe. El
patrén electroforético COINTI. JEG.X01.0038 se identificd
en dos brotes por S. Enteritidis, el cual se ha identifica-
do como el segundo patrén mas frecuente (23,5 %) en el
pais. (Datos no publicados, Grupo de Microbiologia, INS).

S. Infantis COIN12JEGX01.0001 recuperada de albdon-
digas fue la causa de uno de los brotes incluidos en el es-
tudio. S. Infantis es un serotipo comiin en la produccién
ganadera y pollos de engorde, que se ha asociado en baja
frecuencia con brotes y casos esporddicos de salmonelo-
sis humana (20, 21, 22). A nivel mundial, la proporcién
de aislamientos de S. Infantis en humanos oscila entre
1,5 % a 2,2 % y representa el quinto serotipo mas comuin
en la Comunidad Europea (17). En Israel, aumento de
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3.8 % en el 2004 a 44.3 % en 2009, convirtiéndose en el
serotipo mds frecuente y recuperado principalmente de
brotes (23) y es el sexto serotipo en Colombia con una
frecuencia del 1.8 % (24).

Los aislamientos de S. Infantis estudiados fueron ge-
néticamente idénticos estableciendo un origen comun.
Los andlisis de PFGE sugieren la dispersion de S. Infantis
por un reducido nimero de clones identificados en huma-
nos y animales. En Serbia se identificé un clon resistente
a 4cido nalidixico y tetraciclina (25) y en Alemania, se
determind la existencia de clones epidémicos con una alta
estabilidad en el tiempo (20). Esto sugiere la aparicion y
dispersion de clones especificos en cada pais, sin embar-
go, por MLST se han identificado aislamientos con mismo
tipo de secuencia en diferentes paises lo que evidencia
la diseminacién internacional de algunos grupos clonales
(22, 26). Por lo tanto, la tipificacién molecular no solo
facilita la caracterizacién del brote, sino que permite la
identificacion y difusién de clones epidémicos de Salmo-
nella spp. a nivel nacional e internacional.

En las muestras de alimentos asociadas al brote cau-
sado por S. Infantis, también se identificé L. mono-
cytogenes, la cual se tomd como contaminante debido
a que no fue recuperada de pacientes y a que este mi-
croorganismo es persistente en muestras ambientales
de cocinas publicas y privadas (27). En Colombia, un
estudio en manipuladores de alimentos cdrnicos y lac-
teos, indicé una prevalencia de L. monocytogenes de
10,4 % (138/1322) e identificé como factor de riesgo
el hecho de no practicar procedimientos de limpieza y
desinfeccion adecuados (OR (IC 95 %)=1,292; p=0,005)
(28). Otro factor que contribuye a la permanencia de L.
monocytogenes en ambientes que entran o estdn en con-
tacto con los alimentos, es la formacion de biopeliculas
tanto en los equipos como en pisos, paredes, drenajes y
tuberias, lo que dificulta su eliminacion favoreciendo la
re-contaminacion del alimento (29,30).

L. monocytogenes se identificé como el agente causal
de uno de los brotes. Debido a que la prevalencia de por-
tadores en materia fecal de L. monocytogenes es de 1 %
a 5 % (31), la identificacién de este microorganismo en
la materia fecal de nueve pacientes demuestra su impli-
cacion como agente causal del brote. Aunque con menor
frecuencia y menor severidad la listeriosis también se
puede presentar como gastroenteritis febril que normal-
mente es leve y autolimitada, no obstante, en algunas
ocasiones la enfermedad invasiva puede ocurrir como
una complicacion de la enfermedad (31,32). Si bien no
siempre se confirma, se ha informado en personas salu-
dables con la aparicién de fiebre, dolor muscular, dolor
de cabeza, y diarrea que ocurren de 9-48 horas después

de la exposicion, pero hay reportes del periodo de incu-
bacién hasta de 10 dias (31,33,34). L. monocytogenes se
encuentra cominmente en los alimentos, especialmente
en los productos lacteos y cdrnicos, y la ingestion de un
gran inoculé de la bacteria se ha postulado como uno de
los factores en la patogénesis de la enfermedad (31,34).
Debido a que muchas personas no buscan atencién mé-
dica y no es un microorganismo considerado en el diag-
néstico de ETA, es probable que se presente un subregis-
tro de casos de enfermedad.

En cuanto a las limitaciones del estudio, no en todos los
brotes se procesaron muestras de alimentos ni de superfi-
cies. De acuerdo con el protocolo de enfermedad transmi-
tida por alimentos, se deben procesar junto a las muestras
bioldgicas, muestras de alimentos y de las superficies que
estdn en contacto con los alimentos, esto como parte de
las acciones colectivas que se deben llevar a cabo para
realizar una adecuada caracterizacion del brote (35).

Aunque en los brotes no se identific6 a Y. enterocoli-
tica, es importante contar con una herramienta molecu-
lar como la pCRr para la deteccion de este patdgeno, ya
que es considerada como una de las causas frecuentes
en ocasionar enfermedades transmitida por alimentos,
principalmente en paises de bajos y medianos ingresos,
y las bajas tasas de recuperacion de Y. enterocolitica
pueden deberse a la sensibilidad limitada de métodos
de cultivo (36). Adicionalmente, en nuestro pais la vi-
gilancia para L. monocytogenes y Y. enterocolitica no
estd establecida como obligatoria.

Se han desarrollado varios métodos basados en PCR
a partir del cultivo de enriquecimiento para detectar
bacterias causantes de ETA (37,38). Una revision siste-
madtica sugiere que ensayos de diagnéstico rdpido, es-
pecialmente con pruebas de pcrR multiple para detectar
varios patégenos simultidneamente, puede resultar una
medida costo efectiva para el estudio de brotes de ETA
(39). El impacto clinico de la identificacién del paté-
geno en menor tiempo permite ofrecer un tratamiento
oportuno al paciente, reduce el gasto de recursos de
control de infecciones y es ttil en el manejo comuni-
tario de los brotes. Nuestros resultados aportan eviden-
cia de la aplicabilidad de las técnicas moleculares en la
caracterizacion de brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos. La introduccién de PCR proporciona una
herramienta ttil para la deteccién rdpida de los agentes
patégenos en muestras clinicas y de los alimentos, que
permite dar una respuesta mds precisa y oportuna para la
delimitacion, tratamiento y prevencién de los brotes por
enfermedades transmitidas por alimentos
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