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Outbreak of gastroenteritis in a nursery school caused 
by a strain of Salmonella enterica serovar Typhimurium
carrying the hybrid virulence-resistance plasmid pUO-StVR2

OBJECTIVE. Epidemiological and microbiological study of a
salmonellosis outbreak, affecting 22 children in a nursery
school in Oviedo (Spain).
METHODS. Attack rates and epidemic curves were
determined, and bacterial typing methods were applied.
RESULTS. The outbreak was attributed to a Salmonella
enterica serovar Typhimurium strain, belonging to an
emergent type characterized by the presence of a hybrid
virulence-resistance plasmid of 125-130 kb, named
pUO-StVR2. The attack rate of confirmed cases vs.
possible cases was 27.2% vs. 23.5% for the children and
0 vs. 26.5% for the staff of the affected center. The source
of the infection could not be identified. Nevertheless,
according to the evolution of the cases over time, the
transmission route was likely to be personal contact
between the staff and children, which facilitates 
fecal-oral dissemination. All but one of the 27 isolates
analyzed (from 22 patients) showed identical features:
R-profile, plasmid-profile, RAPD-type, PFGE-type; all 
were non-phage-typeable, with the exception of 
a DT104b isolate. pUO-StVR2 is probably a derivative of
the virulence plasmid pSLT from the LT2 type strain that
acquired an R-region complex (ACSSuT/blaOXA-catA1-strA/
B-aadA1-sul1-sul2-tet[B]), in which the blaOXA-aadA1 genes
are part of the variable region of a class 1 integron.
CONCLUSION. This outbreak is an example of how a
Salmonella enterica serovar Typhimurium strain belonging to
a type that is probably endemic in Spain can be transferred
to the community and affect a susceptible population.
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Introducción

La gastroenteritis causada por Salmonella enterica (sal-
monelosis) es una de las enfermedades más comunes
transmitidas por alimentos, y frecuentemente causa bro-

OBJETIVO. El estudio epidemiológico y microbiológico 
de un brote de salmonelosis ocurrido en 2004, que afectó 
a 22 niños de una guardería en Oviedo.
MÉTODOS. Se determinaron las tasas de ataque y curvas
epidémicas y se aplicaron técnicas de tipificación
bacteriana.
RESULTADOS. El brote pudo atribuirse a una cepa de
Salmonella enterica serovar Typhimurium perteneciente 
a un grupo emergente que alberga un plásmido híbrido 
de virulencia-resistencia de 125-130 kb, denominado
pUO-StVR2. Las tasas de ataque para los casos
confirmados frente a los posibles fue 27,2% frente a 23,5%
para los niños y 0 frente a 26,5% para el personal del
centro. La fuente de infección no pudo ser identificada,
aunque según la evolución temporal de los casos se podría
considerar que el modo de transmisión fue el contacto
cuidadoras-niños, facilitando la diseminación fecal-oral.
Todos menos uno de los 27 aislamientos analizados 
(de 22 pacientes) presentaban características idénticas:
perfil-R, perfil de plásmidos, RAPD-tipo, PFGE-tipo y eran
no fagotipificables (la excepción fue un aislamiento con
fagotipo DT104b). pUO-StVR2 es un derivado del plásmido
de virulencia, pSLT, de la cepa tipo LT2 que ha ganado 
una región-R compleja (ACSSuT/blaOXA-catA1-strA/
B-aadA1-sul1-sul2-tet[B]) en la que los genes blaOXA-aadA1
forman parte de la región variable de un integrón de clase 1.
CONCLUSIÓN. Este brote constituye un ejemplo de cómo una
cepa de S. enterica serovar Typhimurium, perteneciente 
a un tipo probablemente ya endémico en la península
Ibérica, puede transmitirse a la comunidad y afectar 
a un colectivo susceptible.
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Typhimurium. Brote en guardería. Tipo emergente. Tipo
endémico.
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tes de diferente magnitud. En las últimas décadas repre-
senta un verdadero problema en los países industrializa-
dos, debido principalmente a la globalización, el comercio
y el cambio mundial en los hábitos alimenticios. Según
ENTER NET (http://www.hpa.org.uk/hpa/inter/enter-net/
04q1summ.pdf) en el primer cuatrimestre de 2004 (datos
de 20 países), el serovar más frecuente fue Enteritidis con
3.954 aislamientos (38,4%) seguido de Typhimurium
con 2.698 (26,5%). En España, en el mismo año se detecta-
ron 3.815 Enteritidis (51,5%) y 811 Typhimurium (10,96%)
(http://cne.isciii.es/htdocs/bes/bes2005.htm). Actualmente,
la investigación de los brotes de salmonelosis requiere la
combinación de los métodos de la epidemiología tradicio-
nal junto con técnicas moleculares, dirigidas a la tipifica-
ción de las cepas implicadas. Estas últimas técnicas han
permitido conocer, en algunos casos, la fuente de infec-
ción y el vehículo de transmisión, así como las bases ge-
néticas de la resistencia (R) a antimicrobianos de dichas
cepas.

Durante el trienio 2002-2004 en el Laboratorio de Salud
Pública del Principado de Asturias (LSPPA) se recibieron
2.647 aislamientos de Salmonella y se estudiaron 54 bro-
tes (22 comunitarios y 32 familiares), de los cuales cinco
correspondían S. enterica serovar Typhimurium (S. typhi-
murium). Este serovar tiene un amplio reservorio animal, y
se subdivide según diferencias en los patrones de resisten-
cia a antimicrobianos (perfil-R), fagotipos (DTs) y diversos
métodos de tipificación que analizan polimorfismos en el
ADN genómico. Muchas cepas de S. typhimurium son mul-
tirresistentes (MR) y resulta de especial interés un tipo
pandémico conocido como DT104 pentarresistente (ampici-
lina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfadiazina y tetracicli-
na, perfil ACSSuT) en el que los determinantes-R forman
parte de una isla genómica de 43 kb, denominada SGI1, que
porta un integrón de clase 1 complejo con dos sitios att1I1,2.
En los últimos años, además, han emergido otros clones que
han demostrado su habilidad para diseminarse amplia-
mente, y para producir cambios relevantes en la prevalen-
cia de S. typhimurium-MR en una región determinada1,3.
En 20024, se comunica la presencia en el Principado de
Asturias de un tipo-MR que incluye aislamientos de dife-
rentes fagotipos que comparten el fenotipo-R de DT104-
pentarresistente, pero asociado a un diferente genotipo-R
(blaOXA-30-catA1-strA/B-aadA1a-sul1-sul2-tet[B]). Los ge-
nes blaOXA, aadAIa, sulI, qacE�I (resistencia a ampicilina,
estreptomicina-espectinomicina, sulfadiazina y antisép-
ticos de amonio cuaternario, respectivamente) están lo-
calizados en un integrón de clase 1 (región variable de
2000 pb, con los genes blaOXA-aadAIa, denominado InH),
que junto con el gen merA (mercurio-R) ha sido asociado
con el transposon Tn26034. Los genes-R están localiza-
dos en un plásmido conjugativo de 125-130 kb (datos
no publicados), inicialmente estimado en 140 kb4-6, que
también porta genes de virulencia (V), y que se denominó
pUO-StVR2 (plásmido de la Universidad de Oviedo-S. ty-
phimurium virulencia-resistencia). Este plásmido podría
haberse originado a partir de pSLT (plásmido-V del se-
rotipo typhimurium) dado que contiene la región spv y
los genes rck, traT, oriT, samA, traX, repA (RepFIIA) y
parA/B, aunque carece del operón pef y del gen rsk4,6,7 (da-
tos no publicados). Se debe señalar que durante el período
2000-2002, en el Principado de Asturias el segundo tipo
más frecuente de S. typhimurium-MR fue el portador del

plásmido pUO-StVR2, precedido solamente por el tipo
pandémico MR DT104 (50% frente a 27%)6.

El objetivo de este trabajo consistió en el estudio epide-
miológico y microbiológico de un brote de salmonelosis
ocurrido a principios de 2004, que afectó a 22 niños de una
guardería en Oviedo, en el que se identificó como agente
causal al tipo emergente de S. typhimurium-MR que al-
berga pUO-StVR2.

Métodos

Características del Centro
El brote se registró en una guardería o Escuela de Enseñanza In-

fantil (en adelante Centro) que se ocupa de niños de 3 meses a 3 años
de edad. En el inicio del brote había inscritos en el Centro un total de
81 niños diferenciados en 8 grupos, cinco en el turno de jornada com-
pleta y tres en el turno de media jornada. El personal está compuesto
por directora, cocinera, conserje, 10 educadoras y 2 estudiantes en
prácticas. El Centro tiene distintas dependencias (administración, au-
las, comedor, cocina, despensa, etc.), distribuidas en 3 pisos y los niños
están divididos en 3 grupos de edad en aulas independientes. En el
centro hay establecidas dos jornadas: entre 7:30-16:00 h y entre
15:00-18:00 h. Todas las aulas disponen de un lugar para cambio de
pañales, separado pero no aislado del aula, que incluye además servi-
cios y lavabos en los niños mayores, y baño y lavabo para los bebés.
Los niños deben llevar al Centro su propio material de aseo.

Análisis de los datos epidemiológicos
Caso confirmado: paciente con aislamiento de S. typhimurium en

heces. Caso posible: enfermo con síntomas de gastroenteritis sin re-
sultados negativos o positivos en los primeros 10 días del comienzo de
los síntomas. Caso descartado: paciente que presenta síntomas con co-
procultivo realizado en los 10 días siguientes al comienzo de los sínto-
mas con resultado de flora normal u otro germen diferente a S. typhi-

murium capaz de causar gastroenteritis. Las tasas de ataque y las
curvas epidémicas se realizaron siguiendo las indicaciones de Martí-
nez Navarro et al8.

Microorganismos
En el LSPPA entre el 5 de febrero y el 1 de marzo de 2004 se reci-

bieron 27 aislamientos de Salmonella (procedentes de heces diarrei-
cas) asociados a 22 episodios del brote, aislados en diferentes hospita-
les y centros de salud de Oviedo y remitidos al LSPPA a través del
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA). Estos aislamien-
tos (designados con las siglas LSP, seguidas de un número de se-
rie/04), fueron serotipificados y fagotipificados en el Centro Nacional
de Microbiología (CNM), Laboratorio de Referencia de Salmonella,
Instituto de Salud Carlos III. Como controles en diferentes experi-
mentos se utilizaron 3 cepas de S. typhimurium (LSP 31/93, LSP
60/01 y LSP 146/02), portadoras del plásmido pUO-StVR2, responsa-
bles de casos esporádicos de gastroenteritis y caracterizadas previa-
mente en nuestro laboratorio6. También se utilizó la cepa tipo del gé-
nero Salmonella (LT2) que alberga el plásmido de virulencia pSLT.

Amplificación por PCR
La detección de genes-R (blaOXA, blaPSE, blaTEM, catA1, strA/B,

aadA1, sul1, sul2, y tet[B]) y de genes asociados a pSLT (spvC, pefA,
pefB, pefC, pefD, rck, rsk, samA, traT, traX, oriT, repA [RepFIIA],
parA y parB) se consiguió mediante reacción en cadena de la polime-
rasa (PCR), utilizando condiciones e iniciadores previamente descri-
tos4-6,9,10. En la detección de integrones de clase 1 se utilizaron inicia-
dores para las regiones conservadas 3�CS y 5�CS; y la inserción de los
genes blaOXA y aadA1 en los amplicones de 2000 pb se demostró me-
diante PCR anidada4,6.
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Análisis de secuencias de ADN aleatorias (RAPD)
Se realizó usando el iniciador OPB17 (5�-AGGGAACGAG-3�) y las

condiciones descritas por Lin et al11.

Análisis de plásmidos
La extracción de ADN plasmídico se llevó a cabo utilizando el méto-

do Kado12 que permite la obtención de plásmidos grandes, que poste-
riormente son separados mediante electroforesis en gel de agarosa.

Análisis de macrorrestricción genómica 
y separación mediante electroforesis 
en campo pulsante (PFGE)

Para el análisis de macrorrestricción, el ADN total de las 22 cepas
asociadas al brote y de las cepas controles fue digerido independien-
temente con XbaI (30 U; 4 h a 37 °C) y BlnI (20 U; 4 h a 37 °C) ambas
enzimas de Takara Biomedicals. Para la separación de los fragmentos
de ADN por PFGE se utilizó el equipo CHEF-DR III System (Bio-Rad
Laboratories) y se emplearon las condiciones estándar propuestas
por “The Salm-gene project”13. S. typhimurium LT2 fue utilizada como
marcador de tamaño de los fragmentos de macrorrestricción14 (valores
ligeramente superiores se obtienen al utilizar el marcador “� Ladder
PFG Marker”, comercializado por New England BioLabs4-6). Los ge-
les fueron analizados visualmente y los perfiles con todas las bandas
alineadas fueron considerados idénticos.

Análisis de hibridación
Los perfiles plasmídicos y de macrorrestricción genómica, después de

su transferencia a membrana mediante Southern blot15, se hibridaron
con las sondas blaOXA y tet(B) procedentes de LSP 31/93, y spvC proce-
dente de LT2. Éstas se obtuvieron mediante amplificación por PCR
(PCR DIG labeling mix; Roche Applied Science y GFXTM DNA y Gel
Band Purification Kit; Amersham Biosciences). Los perfiles genómicos,
además, se hibridaron con una sonda correspondiente al plásmido
pUO-StVR2 completo, obtenido de S. typhimurium LSP 146/02. El plás-
mido fue extraído de un gel de agarosa, purificado por electroelución15,
y marcado con el “DIG DNA labeling Kit” (Roche Applied Science).

Resultados

Descripción del brote
El 20 de febrero de 2004 la Sección de Vigilancia Epide-

miológica de la Consejería de Salud del Principado de As-
turias recibe la notificación de un posible brote de gastro-

enteritis en una guardería de Oviedo. Ese mismo día se
inicia la investigación a través de la realización de encues-
tas epidemiológicas al personal y a los padres de los ni-
ños, se recoge información sobre la estructura y funciona-
miento del Centro (menús, tipo de jornada, etc.) y se
confirma la aparición de nuevos casos. El primer caso,
niño de un mes, inicia los síntomas el 20 de enero, segui-
do por un segundo caso el día 21 y tres más hasta el 30 de
enero. El resto de los casos se concentró entre el 1 de fe-
brero y el 1 de marzo, con mayor número de afectados en
las primeras 2 semanas de febrero. El número total de ca-
sos confirmados fue 22 (aislamiento de Salmonella en he-
ces). La tasa de ataque de los casos confirmados fue 27,2%
para los niños y 0 para el personal del centro. Así, aunque
se realizó coprocultivo a todo el personal, los resultados
fueron negativos. Para los casos posibles (23) la tasa de
ataque fue 23,5% para los niños y 26,7% para el personal.
En la figura 1 se recoge la curva epidémica por grupos de
edad según inicio de síntomas. El día 25 de marzo se con-
sidera cerrado el brote al no haberse detectado más casos
desde el día 1 del mismo mes, manteniéndose el control
analítico de los portadores de Salmonella hasta su negati-
vización. Finalmente, el análisis de alimentos no fue posi-
ble, ya que no se habían conservado, al transcurrir un mes
desde el inicio del brote hasta su notificación.

Durante la inspección del Centro se detectaron algunas
alteraciones estructurales y funcionales, por lo que se es-
tablecieron medidas correctoras en relación a la conserva-
ción de los alimentos, se instauraron sistemas de control
de la temperatura y lavamanos de accionamiento no ma-
nual, y se recomendaron nuevas medidas higiénicas para
el control de la situación. Ante la aparición de nuevos ca-
sos la Sección de Vigilancia Epidemiológica elaboró un do-
cumento escrito (con fecha de 27 de febrero) con medidas
más estrictas. El 9 de marzo se repitió la inspección y du-
rante los días 15 a 17 de marzo se impartió un curso de
formación sobre prácticas sanitarias correctas al personal.

Caracterización de los aislamientos de Salmonella

Un total de 27 aislamientos de Salmonella procedentes
de 22 pacientes fueron enviados a través del HUCA al
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Figura 1. Curva epidémica con los
casos confirmados y posibles de Sal-
monella por grupos de edad según
inicio de síntomas.



LSPPA para su registro y tipificación. La serotipificación
mostró que todos ellos pertenecían a S. typhimurium, y la
fagotipificación que eran no fagotipificables (NT), excepto
uno que fue asignado al fagotipo DT104b. En los controles
de seguimiento dos de los niños presentaron un episodio
posterior causado por Salmonella serovar Enteritidis, que
se consideró una nueva infección.

Los 27 aislamientos mostraron el perfil-R ACSSuT/blaOXA-
catA1-strA/B-aadA1-sul1-sul2-tet(B), un integrón con una
región variable de tipo 2000 pb/blaOXA-aadA1 (típica de
InH), los genes spv, pefA, pefB, pefC, pefD, rck, rsk, samA,
traT, traX, oriT, repA, parA y parB de pSLT y portaban un
plásmido de gran tamaño, junto con otros más pequeños.
Las sondas spvC, blaOXA y tet(B) hibridaron con el plásmi-
do de gran tamaño que coincide con pUO-StVR2 (fig. 2).
Aislamientos posteriores de Salmonella en las heces de
uno de los niños compartieron las mismas características,
aunque presentaron además resistencia a amoxicilina-áci-
do clavulánico.

El análisis de RAPD mostró que los 27 aislamientos de
S. typhimurium generaban perfiles prácticamente idénti-
cos (fig. 3). Por otro lado, el análisis de macrorrestricción
genómica con XbaI y BlnI, seguido de separación de los
fragmentos por PFGE, también reveló el mismo perfil en
los 27 aislamientos (fig. 4). Los perfiles se determinaron
considerando solamente los fragmentos bien definidos de
tamaño igual o superior a 18 kb. El perfil combinado se
correspondía con el denominado X1-B1 que es el generado
por los aislamientos más antiguos de este tipo4 que se
mantenía como segundo en frecuencia en Asturias duran-
te el período 2001-20026.

En las cepas control portadoras del plásmido híbrido y
en los aislamientos del brote, las sondas spvC y tetB hi-
bridaron con un fragmento BlnI de aproximadamente
125-130 kb, que corresponde a pUO-StVR2. En estas mis-
mas cepas, spvC y tetB hibridaron con fragmentos XbaI
de 80 y 49 kb, respectivamente (lo que indica la presencia
de al menos dos sitios de reconocimiento para esta enzi-
ma en el plásmido). Estos tamaños se calcularon utilizan-
do como control el genoma de S. typhimurium LT2 dige-
rido con las mismas endonucleasas. En esta última cepa,

la sonda spvC hibridó con fragmentos BlnI y XbaI de
94 kb, tamaño esperado para el plásmido de virulencia.

Discusión

En general los hospitales y las instituciones infantiles
(guarderías, escuelas, etc.), así como los centros geriátri-
cos, son un lugar frecuente de brotes de enfermedades in-
fecciosas debido a la susceptibilidad de estos colectivos a la
infección, su estrecha dependencia de cuidadores y al ries-
go de contacto con fomites u objetos contaminados en el
curso de los brotes. En Asturias, los niños de 0-4 años de
edad acumulan el 30,6% de los casos de salmonelosis, con
la mayor tasa de incidencia (con una media de 450 casos
por cada 105 habitantes y por año) en menores de 2 años16.
Entre los años 2000 y 2005 el LSP registró 3 brotes de sal-
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Figura 2. Análisis de plásmidos. A)
Perfiles de plásmidos de cepas con-
troles y aislamientos representativos
del brote. Calles: 1, LSP 31/93 (pUO-
StVR2); 2, LSP 60/01 (pUO-StVR2);
3, LSP 146/02; 4-8, aislamientos re-
presentativos del brote (LSP 57/04,
LSP 60/04, LSP 98/04, LSP 117/04,
LSP 118/04, respectivamente), y 9,
LT2 (pSLT). �, marcador de peso mo-
lecular, bacteriófago lambda digerido
con Pst1. B) y C) Hibridación del pa-
nel (A) con las sondas spvC y tet(B).
La sonda spvC mapea en fragmentos
de 125-130 (cepas y aislamientos con
el plásmido pUO-StVR2) y 94 kb
(cepa LT2).

B CA

Figura 3. Perfiles RAPD generados con el cebador OPB-17. Calles: 1, LSP
31/93 (pUO-StVR2); 2, LSP 60/01 (pUO-StVR2); 3-8, aislamientos representa-
tivos del brote (LSP 57/04, LSP 59/04, LSP 60/04, LSP 98/04, LSP 117 /04,
LSP 118/04, respectivamente); y 9, LT2 (pSLT). �, bacteriófago lambda digeri-
do con Pst utilizado como marcador de peso molecular.



monelosis en escuelas y guarderías, afectando al menos a
33 niños. Es de señalar que en 1994 se habían registrado,
y estudiado en sí mismos, 2 brotes comunitarios por Sal-
monella serovar Virchow que afectaron a lactantes. En
cada brote una diferente fórmula de leche maternizada co-
mercial se consideró como la fuente de infección más pro-
bable17 y una de las fórmulas provocó casos en 17 comuni-
dades españolas18. A nivel internacional, los serovares de
Salmonella implicados en brotes en instituciones dedicadas
a niños son diversos, por ejemplo Typhimurium-MR19,20-22,
Nienstedten23, Urbana24, Heidelberg25, Agona26 y Virchow27.

En los brotes de salmonelosis en instituciones, la fuente
de infección y la vía de transmisión desempeñan un papel
importante y suelen ser difíciles de identificar. La fuente
de infección y vías de transmisión más comunes son ani-
males19,25, manos del personal cuidador22, utensilios de
aseo y médicos21,24, así como alimentos17,18,26. El primer
brote descrito en un hospital infantil en Estados Unidos
ocurrió en Virginia en 1982 con un caso importado de
S. typhimurium-MR (ACSuT) que se extendió rápidamen-
te entre los bebés a pesar de las medidas adoptadas, sin
evidencia de transmisión por vía alimentaria y cuya pro-

bable vía de transmisión fueron las manos del personal20.
En nuestro brote, aunque la cepa está totalmente caracte-
rizada, la fuente de infección no se pudo localizar. Según
la evolución temporal de los casos se puede considerar pro-
bable que el modo de transmisión haya sido el contacto
persona-persona entre las cuidadoras del Centro y los ni-
ños, lo que habría facilitado la diseminación fecal-oral, ca-
racterística de este tipo de procesos. No se puede descartar
que el(los) primer(os) caso(s), pudieron ser infectados por
vía alimentaria, pero no así los casos subsecuentes.

Respecto a la cepa, cabe indicar que su característica
diferencial es la de ser portadora del plásmido híbrido
pUO-StVR2 solamente descrito en este serovar4,6. Este
plásmido fue encontrado inicialmente en aislamientos de
S. typhimurium, tanto de origen clínico como procedentes
de alimentos destinados a consumo humano recogidos en
el Principado de Asturias4,6,9. En un estudio más reciente
realizado en el CNM (con aislamientos recogidos entre
2002-2004) se han identificado, también, aislamientos de
este tipo en muestras clínicas de diferentes regiones espa-
ñolas y de cerdos enfermos procedentes de León28 (datos
no publicados). Estos aislamientos generan perfiles de ma-
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Figura 4. Análisis de macrorrestric-
ción-PFGE de aislamientos represen-
tativos implicados en el brote. A) y B)
Perfiles obtenidos con XbaI-BlnI. Ca-
lles 1-9: cepas LSP 31/93 (X1-B1),
LSP 60/01 (X2-B2), LSP 57/04, LSP
59/04, LSP 60/04, LSP 98/04, LSP
117/04, LSP 118/04 y LT2 (X0-B0).
*El fragmento de 94 kb corresponde
al plásmido de virulencia serotipo es-
pecífico pSLT. C) y D) Hibridación de
los paneles (A y B) con la sonda spvC.
E) y F) Hibridación de los paneles
(A y B) con la sonda tet(B).

A

C D

E F

B



crorrestricción genómica lo suficientemente parecidos
para ser adscritos a un mismo grupo o tipo genético que
se podría considerar endémico, al menos, en España. Se
debe señalar que aislamientos clínicos de carne de cerdo
de S. typhimurium recogidos en Portugal presentaban ca-
racteres muy similares a los de la cepa implicada en el
brote (fenotipo de resistencia, integrón InH, perfil de plás-
midos), y perfil de macrorrestricción con XbaI, datos que
sugieren que podrían pertenecer al grupo S. typhimurium
pUO-StVR, aunque en ellos la presencia del plásmido hí-
brido no siempre fue analizada29,30. Estos datos apoyan
que la variante de S. typhimurium (pUO-StVR2) ha pasa-
do de ser emergente y esporádica a endémica y frecuente
en la península Ibérica.
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