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RESUMEN.

Aunque desde finales del siglo XIX, se sabe que los alimentos pueden ser
vehiculos de enfermedad, los estudios a este respecto en los paises en vias de
desarrollo son muy escasos y mas aun si estos son de alimentos vendidos en la
via publica. Aunque existen pocos reportes, estos han mostrado que las
condiciones de almacenamiento, de manipulacion, y venta de alimentos vendidos
en la via publica no son adecuadas, lo que puede resultar en su contaminaciéon
fisica, quimica y microbioldgica. El presente estudio consistié en determinar en
alimentos vendidos en via publica la prevalencia de Escéerckia cste. como indicador
de contaminacion fecal y de Esederedia cotc enterotoxigénica (ETEC), como indicador
de un patégeno humano, debido a su gran importancia en salud publica. La
determinacién de ETEC se realiz6 a través de la utilizacién y comparacion de dos
técnicés de birdl'cigié\?mblecular; la hibridizacién en fase sdlida y la reaccidon en
cadena de la polyimerasa (PCR), con el fin de determinar cual era mas sensible y
mas répida. Ademas también se realizé6 un estudio observacional para determinar
las condiciones higiénicas de los puestos y de los manipuladores de alimentos. El
area seleccionada fue la Basilica de Guadalupe, por el gran nimero de visitantes
que recibe al afo, el cual se estima en 8 millones anuales. Para cumplir con los

objetivos propuestos se realizaron 8 muestreos, 1 por semana, durante el veranoy -

el inicio del otofio de 1999, se tomaron los datos ambientales, y se registraron los ",

datos epidemioldgicos. Se colectaron 91 muestras, se les determino su pH.y de
estas 34 fueron positivas para Swdevedia eoti. (intervalo 2--4.8X10% UFC/g) y 3 de :

éstas fueron positivas para ETEC (intervalo 8x10%- 2.6x10* UFC/g.) La técnica de



'Todo esto deja en evadencua que Ios allmentos vendldos en. via publlca

: representan un riesgo para Ia sa!ud de los consumudores




INTRODUCCION

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs)
Desde 1880, se observd que los alimentos podian estar contaminados por
organismos patdgenos humanos (Jay,1991.) Las enfermedades cuyo vehiculo de

transmisioén son los allmentos recuben el nombre de enfermedades transmltldas

por alimentos (ETAs) se‘ stlma que eX|sten al menos 400 TAs dlstmtas y en su

conjunto representan ino de los mayores reto

- conocer, 'se'i stima que:tan;solo en Ios Estados Unidos, las ETAs ‘causan

anualmente 323 mll hospltallzamones y 5200 muertes

tenlendo un costo aproxnmado de 5 : billones. de " délares (Mead y col. 1999).
Muentras que en los paises en vias de desarrollo, no exnsten practicamente datos

estadistlcos sobre las ETAs (OPS,1996).

Alimentos de Venta Callejera

En los paises en vias de desarrollo como México existe un factor agregado en
relacion con ias ETAs, practicamente inexistente en paises industrializados, que
es; la enorme industria de la venta callejera de alimentos. Desde el punto de vista
socioecondémico, esta industria ha crecido desenfrenadamente en los ultimos 20
afos ya que provee empleo y sustento a personas de bajos y medianos recursos,

asi como alimentos baratos y accesibles para una gran parte de la poblacion,

S que se enfrenta la salud



especialmente en los grandes centros urbanos. Podemos decir que uno de los
factores mas importantes para este crecimiento, ha sido la migracion de las
poblaciones rurales hacia los centros urbanos. Una vez establecidos en las
ciudades, se enfrentan con una limitada oferta de trabajo, por lo que esta
poblacion se ve obligada a buscar otras alternativas, una de las cuales encuentran
en el comercio informal, incluida la venta callejera de alimentos. El impacto
socioecondmico de esta industria se vio claramente en un estudio realizado por
FAO ‘en los afios 1970's, tal-vez el Unico estudio de venta callejera a escala
mundial. Los resultados . de e§té‘v‘u’njca encuesta adn son impresionantes: ya que
tan sélo en Malasia la véﬁté ‘énﬁal de alimentos de venta callejera generaba 2.2
billonés de dolares anuafés. En Singapur se compraba un millén de comidas de
venta’ callejera por dia y en Kuala Lumpur (Malasia) aproximadamente un cuarto
- del gastokfamiliar para comida se empleaba en la compra de alimentos de venta
callejera (FAO,1979).
Debido a las caracteristicas de la manipulacion de los alimentos en la via puablica
en locales improvisados, sin acceso a agua potable, refrigeracion y servicios
publicos en general, es claro que estas caracteristicas incrementan el riesgo de“
contaminacion de los alimentos de venta callejera tanto fisica, como ﬁutmica ’y
microbiolégica y - por ende su consumo pone en friesgo la salud . d‘e Ibs

consumidores (OPS,1996; Morse, 1995). En otro estudio realizado por la PAHO a

mediados de los noventa ;eh' varios palses de América Latina incluyendo México,
revel64qu:é Ia'si brégtigas;y{cc;ﬁdicidnés en que se lleva a cabo la manipulacion de
alimentos - bé‘rfiilygsn “vendedores ambulantes faciita la proliferacion de
microorgani'sn'vio'sf de'wck)rigen fecal, puesto que no cuentan con un sistema de
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abastecimiento de aguapotable. ni en cantidad suficiente para cubrir las
necesidades diarias, ademas de la reutilizacion de esta en el lavado de utensilios,
de las manos y de la superficies de trabajo (OPS,1996). Ademas la deficiente
calidad higiénica de las materias primas frecuentemente utilizadas en la
preparacion de estos alimentos y su inadecuada conservacidon (exposicion al
medio ambiente / temperatura de almacenamiento) aumentan ain mas el riesgo

" de contraer enfermedades (Morse,1995). Es claro que debido a la magnitud, de la

" ““industria de venta callejera de alimentos, su impacto en la economia y en la salud

publica, no debe, ni puede soslayarse.

Alimentos y Enfermedades Gastrointestinales

Varios microorganismos patégenos cuya transmision es fecal-oral son responsa-
bles de diversas enfermedades entre ellas las gastrointestinales que estan
asociadas con perdida de dias de trabajo, mal nutricién, disminucion de la
capacidad de aprendizaje y en algunos casos pueden producir hasta la muerte.
’ Loé,alimentos pueden ser vehiculo de transmision de agentes etioldgicos que

causan mfeccuones gastrointestinales. Entre ellos podemos citar: a8 ESsherickea ecole

(Sharpe y col 1979 y Mosupye y Holy,1999), Salmonctla op.,Skigetta (Lampel y

col. 1990) y'mua chotinae O (Estrada Garcia y Mintz 1996.)

a‘ulmdu ua'y Enfermedades Gastrointestinales

- —Zulqm ua‘es el organismo anaerobio facultativo predominante de la flora de!

colon hum“ano y de animales de sangre caliente, por ende es un excelente

indicador de contaminacién fecal. Coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes



son Sadam :o&" enteropatogenlca (EPEC). Eadaaéa eoli enterohemorréglca

‘ (EHEC) S«kudia. cold enteromvasnva (EIEC) samaa eols enteroagregatlva (EAEC)
y Ias gcdawfc'a calc‘ enterotoxugénuca (ETEC), que es el grupo en el que estamos

interesados enel presente trabajo.

ETECy ETAS

ETEC iiene una gran importancia en la salud publica mundial. Ya que es el agente
etiolégiqo mé; frecuente de la diarrea de origen bacteriano en infantes en paises
en v’iaskde desayrrollo. especialmente durante el periodo de destete. Asi como tam-
bién de Ids alimentos que se les dan a los infantes durante este periodo. ( Black y
co]., 1982). ETEC también produce diarrea en aduitos, siendo la causa principal
de la llamada diarrea del viajero (Caeiro y col.,1999.) Se estima que mundialmente
hay 650 millones de casos por ETEC y 800,000 muertes anuales. Ademas en un
estudio realizado por Tjao y col. en 1980, encontraron que el riesgo de contraer
diarrea del viajero, aumentaba considerablemente cuando los viajeros consumian

alimentos de venta callejera en México. Sin embargo, para el caso de México



existe un sblo reporte en donde ETEC se aislé de—élif;ientos yéom'pravdos en un
supermercado en Guadalajara, México. (Wood y col., 1933.) .

2. ANTECEDENTES. N

2.1 GENERALIDADES.

Enterobacterias.

Entre las bacterias que con mayor frecuencia causan gastroenteritis, se encuen-
tran las integrantes de la familia Enterobactereacea; que se déﬁhén como un
conjunto de bacilos Gram negativos, heterogéneos en cuanto a su habitat y a su
capacidad patogénica, son mdviles con flagelos peritricos o bien son inmoéviles,
no esporulados, aerobios y anaerobios facultativos, son oxidasa negativa y poseen
la - capacidad de reducir los nitratos a nitritos. (Jawetz, 1992.) Crecen a
" temperaturas que van desde los —2°C y hasta aproximadamente 50 °C, el
crecimiento en los alimentos es pobre o muy lento a los 5°C. Con respecto al pH
se ha sefalado que estos organismos crecen en intervalos que van desde 4.4 a
9,0. La facilidad -con la que crecen estos microorganismos los convierte en

excelenteé indicadores de la calidad higiénica.(Griffin y Stuart, 1941).

bgacku'dia a/i '~és un- bacilo movil, Gram negativo perteneciente a la familia

,,Enterobactereacea y ala trlbu Escherlchla Crece en medios semlselectlvos como, )

E agar MacConkey y agar Azul de Metlleno Eosuna (EMB), a 37°C en condlclones :

aerobias; en cultivo, forma colonias circulares, convexas y lisas con bordes _def‘ ni-




hemollsts en gelosa sangre & duc Mdesc_arboknlasa;de la lisina y

fermentacnon de ma la “glu'c‘:osé el 90% de las

.cepas dev&damv'aa:_s‘o lactosa. positiva ..y un: 99°/ de Ias Eschorickia cotc dan

positiva la pruebba'a 2 que permlte la diferenciacion a las
Eschentehia colé de otras Enterobacterlas (Bettelhelm 1994 Edwards y Ewin,1972).

Este microorganismo crece a pHys‘ que yan de 44 a 9, pero con 6ptimos a ph's
bajos.(Buttiaux y Mossel, 1961.) 3 '
Eschenichia coté POSEE UNA estructura antlgenlca compleja, con antigenos somaticos O
termoestables que constituyen Ia parte mas externa de los lipopolisacaridos de la
pared celular, son resnstentes aI calor y al alcohol y estos antigenos se identifican

por aglutmacnon con serotlpos Tamblen poseen antigenos K que son termolabil y

son los responsa es le. Ia fij jaCIon de las bacterias a las células y finalmente los

antigenos H que e vlocahzan sobre los flagelos; el calor y el alcohol los desnatu-

raltzanr_fac‘l, Edw_a}rds y Ewin,1972; Jawetz, 1992; Lior y col.,1996).

Zu.(mda otoxlgenlca (ETEC)

'En casu todos_los paises en vias de desarrollo la presencia de ETEC es endémica.
Dwersas |nvest|gaclones ep|dem|qlog|cas han implicado agua y comida contami-
cdnﬁé Ioé vehic'ulloi; mas Cohﬁunes de infeccion por ETEC. La enfermedad por
ETEC, escaﬁsada ‘por Cepas no-invasivas, se presenta de manera repentina,

tiene periodos de incubacién cortos de 14 a 50 h., la diarrea es acuosa, sin san-
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FALLA DE ORiGEN




Las cepas de ETEC pued oducw la toxina = termolabil (LT) o Ia toxma

» , 39:y:0 como: Ia 078 H11
078 H12 0115 H4O 0128: H7 0148 H28 0149 :H10,°0153,:0159: H20 0166 y 0167
fj(OIarte 1985) Ambas  toxinas LT 'y ST lﬁcadas en plasmtdos

transfenbles de una bacteria a otra, y aparentemente estos plasmidos se pueden

perder con relativa facilidad (Olarte 1985).

Caracteristicas de las toxinas.
La toxina LT, es similar en estructura qulmigé.‘ funcion y antigenicidad a la toxina
producida por ?. césteae 07 . La LT, €s una protelna dimérica de alto peso molecular

de 86 kDa compuesta de una subunidad ‘A de 28 kDa y una subunidad B,




constituida de 5 subunidades idénticas de 11.5 kDa (Streadfield y col., 1992). ; La
subunidad A tiene actividad enzimatica, esta constituida por las fracciones A1y
A2; la primera penetra a la célula e induce una ADP- ribosilacién que incrementa
los niveles de AMPc intracelular y provoca que las células de las cribjas
intestinales aumenten la secrecion de agua y Cl con una consecuente diémihucién
en la absorcion de NaCl en las vellosidades; y la segunda participa en Ia urjiénj de
la subunidad A con la B, asi como en el proceso de internalizaciéhﬂi&ev’/:i\‘.1.k‘, La
subunidad B forma un pentamero que se une a receptores de"SQp;érﬁéie 8e| :
epiteiio Jln,testinal gangliosido GM1 y a algunas glicoproteinas ‘vir{te;tinal‘és
(Teheﬁerg y col. 1994.) La toxina ST, esta constituida por 19 a 20 aminoééidds y:
tiené uh péso molecular de (1 a 6 kDa.) contiene multiples residuos dek cisteina y
enlaces - bisulfuro que le confieren termo estabilidad. Su receptor -es: la
guanilatociclasa, una enzima de la membrana celular. (deSauvage y col., .1992:'.’)

Esto resulta en el aumento de liquido intestinal, produciéndose lo que se conoce

como diarrea osmética o secretora.

Enfermedades diarreicas.

Las enfermedades diarreicas estan caracteﬁzadas por evacuaciones frecuentes
de heces semisdlidas, o liquidas, acompafiadas de algunos otros trastornos, como
son colicos intestinales, fiebre, tenesmo, etc. Las enfermedades diarreicas pueden
producir deshidratacién y desnutricion, esta (ltima se ve agravada por los

siguientes mecanismos ( Giono y col, 1994) y muerte.



1) La dlsmmucnon de lal |ngesta de ‘alimentos por-vomito, fiebre, deshidratacién y
dlspepsna : - ‘ k
2) La mal absorcién de azucares, grasas, proteinas, vitaminas y minerales.

3) Alteraciones metabdlicas.

Morbi-mortalidad por diarreas:

Segtin los calculos de poblacion de 1990, la morbi- mortahdad en Asna Afnca y
Latinoamérica se estimo entre 744 y 1,000 mlllones de eplsodlos y de 1. 5 a 5 1
millones de muertes lo que equivale a 1400 a 1900 eplsodlos dlarrelcos yde3a4d ’
muertes por minuto. En México se estima una frecuencna anual de 2 a 4 episodios
diarreicos por nifio en las areas urbanas y de 4 a9 en las areas rurales. La
mortalldad anual por dlarrea por cada 100 000 ninos menores de 5 afios fue de

212.3 en 1984y dlsmlnuyo :

"60 4 en 1993 y este comportamiento se asocia a las
medidas preventlvas |mplementédas du‘rante la epidemia del colera y al uso de las
terapias de rehldrataaon oral otrarparte es importante mencionar que en
México el patrén estacnonal que mostraba un pico entre primavera-verano, ha
disminuido, pero en otono—lnyle ha dado un aumento paulatino, y este se

1999.) Es importante

asocia a la presencia de ‘rotaviru (Velazquez C. y col,

total de 7,006, 336 casos para-1999 se reglstraron un total de 5 478 361 casos de

enfermedades dlarrelcas y: en ellano 2000 6 744 525 casos de diarreas sin

identifi icar a el agente especlf co que Ias provoca y estos datos comparados con la

11




mortalidad si son significativamente mas elevadds'(Giono,1994’;_OPVS. citado en

Boletin epidemiolégico, 2000, 2001.)

Contaminacién de alimentos:

Los alimentos son un buen sustrato para las: Enterobacterias,(. Feachem y col.,

on mmada fecalmente o bien durante su transportacion

lo que se llama contammamén secundarla (Feachem y col.,1983; CEPIS, 1990).

Los_a‘lim_‘ent mblen pueden ser. contaminados por los manipuladores que

kpueden ser portadores asnntomatlcos (OPS 1996). Por contaminacion cruzada con

otros allmentos ya contammados ( taI es el caso del manejo de carne cruda en el

mlsmo smo que se'preparan Ias aladas) o por malas practicas de higiene que

den lugar a contamunacuon fecal ra (Savanno y col., 1999.) Por todo lo anterior
.estado ,saknltano de los alimentos a través de la
identificacion de fmicr'cébr an adecuados indicadores de contami-

nacion fecal y de : patog OPS,1996). Para lo cual deberan cubrir

las siguientes caracteristica

1) Espec’f ;d:d

2) Se hallaran n gran ﬁnﬁtidad.;d"e’tal forma que puedan ser detectados en

altas dllucmnes




3) Deberén :‘s'er~ muy “resistentes. a - las  condiciones ambientales
extramtestlnales
4) Aun cuando se encuentren en escasa cantldad podran ser detectados en

forma facil y completa. ( Jay, 1991).

2.2 ANTECEDENTES HlsréRlcos[

En Europa en el siglo XIX, se acuno él termmo "dlarrea de verano” ya que se
observaba un incremento de casos de dlarrea durante este periodo del ario, el

cual estaba asocnado a altas tasas de muerte 'mfantll Esta enfermedad afectaba a

los |nfantes durante el prlmer mes d vuda ‘| no es que en la primera semana,

muert En 1885 el profesor Escherich

‘que Iamo Buactorium cots, de Nifios con

) d|arrea de ve no y en 1887 el mlsmo autor propuso que este microorganismo era

j mtegrante de Iaiﬂora'mtestmal normal Posterlormente en 1905, Moro realiza una

observacuin muy |mportante ya que propone por prlmera vez que la fuente de &.

ua son Ios allmentos Massini- en 1907 dos anos despues demostré que cuando

inyectaba mtra-mtestlnalmente ,a,conejos_,con:cbepas :de & e provenientes de

nifos enférmos de diarréa 'estos Zéﬁféﬁha:t;'an" y fﬁé para 1923 cuando Adam y col.
realizaron la prlmera cIasnf icacion serologlca de estas cepas aisladas de nifios con
gastroenterms Postenormente en 1925, Smlth y Orcutt proponen que este tipo
de diarrea esta asociada con una probable absorcién de toxinas producidas

durante la multiplicacién de la bacteria. Y en 1943 Walliek y Stuart, cambian el



nombre de Buctorium aa por eI de Ssckewehia estt, €N honor al doctor Escherich. Para
-1944,: Kauffman. utlhzando los sueros de nifios con diarrea, observé que estos
suerosaglutmaban especmcamente a cepas aisladas del intestino de nifios que
hablan muerto por gastroenteritis, sin embargo no aglutinaban con las cepas
alsladas de Ias heces de nifos sanos, esto le permitid establecer que sélo un
k grupq restrlngldo de serotipos (combinaciones antigénicas somatico- flagelares) de
&'Wa eol( - estaban claramente asociados con la enfermedad diarreica.
(Robertson ycol 1985)

Los estudlos rementes de genética de poblaciones indican que estas bacterias

son enrrealldad clonas adaptadas para colonizar preferentemente el intestino

humano a traves’de tres diferentes mecanismos patogénicos: 1)La adherencia;
lndlspensable para que la bacteria pueda pegarse y colomzar el epitelio de ciertas
. 'areas del mtestmo 2)Producc|én de proteinas bacterlanas (toxinas), que son

liberadas una vez que la bacterla se ' ala en el intestino y que producen una

estimulacion en la secrecion de agua y electrolltos 3)Por invasion y multiplicacion
bacteriana dentro dei citoplasma celular, lo cual les permite a las bacterias evadir
los mecanismos de proteccion del hospedero. Estos mecanismos son la base para

clasificar a los diferentes grupos de £..s por su patogenicidad, segin Blanco y

Gonzéalez, 1985)



Tabla a. Clasificacion de las Suwkeekia cote. Basandose en el patron de interaccion.

Nombre Caracteristicas

Esechevichia col. Patrén de interaccion bacteria-enterocito en infecciones entéricas.
Enteroinvasiva (EICE) Invasién intraepitelial citotonica y citotoxica
Enteropatogénica (EPEC) Reestructuracion epicelular citotdnica.
Difuso-adherente (DAEC) Difusa y adherente.
Enterotoxigénica (ETEC) Epicelular citotdnica.
Enterohemorragica (EHEC) Reestructuracion epicelular citotdnica con sangrado.
Enteroagregativa (EAggEC) Epicelular citoténica..

Tomado de Blanco y Gonzélez, 1985,

Escherichia cote enterotoxigénica (ETEC)

En 1961 Taylor y col,, describieron por primera vez;quye" cepas de. Ewkhoichin coli

aisladas de nifios con diarrea eran capaces de producnr Ia},saliﬁa de I’iquido hacia
fa luz del intestino de conejo, en o que se coﬁ'ovcétcloirrid‘ Ia ‘pf;Jéb'é de asa ligada
de conejo. Pero.no fue hasta 1971 que DuPont 'y‘,yzc:torljlz"démost'r/éfori que cepas de
E. «& causaban diarrea en humanos y se les llarﬁo Eschericha coti enterotoxigénica.
ETEC coloniza la superficie del intestino y libera 'enterétoxinas, siendo éstas las
responsables de la diarrea secretora, caracteristica de esta cepa. Las
enterdtoxinas producidas por ETEC estéan codificadas en plasmidos y son la toxina
termolabil (LT) y termoestable (ST.) También se considera que la ETEC, es la
causa principal de la lamada diarrea del viajero en el mundo, ya que se aisla de
20-40% de todos los casés de esta diarrea.(Nataro y kaper, 1998) La relacién
entre ETEC .y la diarrea del viajero se demostrd por primera vez en 1970 en un
viajero Britanico con diarrea que habia visitado Arabia, ya que el (nico patégeno

que se aislé de sus heces fue ETEC. Ademas en numerosos estudios epidemiold-




gicos reallzados en tu < tas con dlarrea que han vuajado a Asna Afnca y Mexuco se
ha |dent|f' cado a ETEC como eI agente responsable de: la  enfermedad

978,,Bemtez y col 1991)

y col en 1977, se. anallzaron muestras fecales

sn do Mexwo Los datos del coprocultivo se

,correlacuonaro con el smo:de consumo de alimentos y observaron que la
: presencua“d e»os como ‘Sl(ydla . y ETEC, era mayor en aquellos
; estudlantes ‘que comian: fﬁera de casa, que los que no lo hacian, por lo que
. concluyeron que os ahmentos consumldos fuera de casa pueden ser.un vehlculo

de transmnsnon de enteropatogenos que producen la Ilamada dlarrea del wajero :

En’ 12 estudlo . reallzados entre 1974 y 1987 se encontro im

mayor frecuenCIa en nifos que viven.en ‘zonas rurales y que nacieron- en el

verano, Vade‘m‘a de_qu‘e,se, ent;on o con mayor frecuencta cepas con enterotoxina .

ST. En otros e"sktukd‘ibs ‘se frepbrta 'q'u'e si se presenta la enfermedad en el infante,
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este debera recxblr como tratamiento la rehidratacién oral para evitar la
: deshndratactonypor ende la muerte. (Giono y col.,1994)

En un; estudlo de 2 anos (1998-2000) realizado por Qadri en Bangladesh, se

casos _f'ue‘ la ST5(49%). después la LT en un 25.4% y finalmente ambas en un

s casos. En este estudio se hace hincapié en el hecho de que los

:25.2% de
: “casos en- que se manifiesta la enfermedad y se logra identificar a la toxina ST,
como la responsable de los sintomas, estos son mas severos y sobre todo en los

nifos menores de 3 afios (Qadri y col. 2000)

3.1 Antecedentes técnicos.

El diagnéstico de ETEC se baso durante muchos afios en la prueba del asa ligada
de conejo, con base en esta se identificaron serotipos que coincidian siempre con
esta caracteristica (Nataro y Keper, 1998). Por lo que posteriormente se
desarrollaron las pruebas de cultivo celular como por ejemplo: las pruebas de
: ¢q!tiy9‘de Vcélkulas adrenales Y1 (Donta y col., 1974), o en el cultivo de células de

6 6\1/‘arvid de hémster Chino (CHO) (Guerrant y.col., 1974), o los inmunoensayos

como ELISA ( Yolken y col., 1977), pruebas de ra oinmunologla (Giannella, y col.

' 1981), aglutinacion del Latex (Kuwuhar ~y ‘okota - 1983) o la hibridizacion de

colonias en fase sdlida (M Ie, y col' ‘1982) jy la reaccion en cadena de la
polimerasa ( PCR), (du Tont and Helden. 1993). Debemos mencionar por una parte

que las primeras tecnlcas aqui mencionadas son muy costosas, ya que requieren
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de la utallzacnon de muchos ammales de expenmentacuén espamo tlempo y

| recursos economlcos y humanos A dnferenma de Ias tecnlcas de b:ologna

) molecular que |gual que las otras requteren personal califi cado ehmman Ia utlllza-

cion de anlmales de experlmentacmn y de cultivos celulares. También Ios tlempos
se reducen.‘Y, por; otra parte que ,Ias cepas diarreicas de Ewkerekia cotz fueron de los
prlmeros patogenos en Ios que se emplearon las metodologias moleculares que a
la fecha snguen scendo las tecmcas mas populares y confiables para el diagnéstico
y diferenciacién de organismos patégenos y no patégenos. Es por ello que en este
trabajo se plantea la utilizacion . de 2 técnicas de biologia molecular (hibridacion de
colonias en fase sélidvé: y: la reaccidon en cadena de la polimerasa), para la
identificacion de ETE’C;‘ide sulaala et aisladas de alimentos, asi como su

comparacién, en cuanto al binomio costo- beneficio.




s causa pnncnpal de la’

- JUSTIFICACION.

Varlas Enterobactenas patogenas son responsables de diversas enfermedades
entre ellas las gastromtestlnales estas Ultimas estan asociadas con pérdida de
dias de trabajo mal nutrumén disminucion de la capacidad de aprendizaje y en

~algunos casos pueden producur hasta la muerte Escherickia coti €S €l organismo

- predomlnante de la ﬂorax"del‘ colon humano y de animales de sangre caliente, por

, ende es un exce ente’in ca _fec;al. Por otro lado ETEC es la

especnalmente durant

de:alta concentracnon de venta callejera

. de ahmentos asi como de consumldore Es importante mencionar que a pesar

“dela |mportanC|a ‘en salud publlca de »ETEC no se identifica normalmente en los

Iabqratqnos clfmcos,y‘ ,muchq'm,e,no"s_ en los alimentos. Esto se debe a que su
v idéntﬁiﬁcéciéﬁreqhiere de metddolbgfé’s y técnicos especializados. Es por ello que
en este éstudio se estandarizaran dos técnicas de biologia molecular para la
Viderntiﬂcacién de ETEC de alimentos y se evaluara cual ofrece mejores resultados

de diagndstico, es mas rapida y es mas econdmica.




OBJETIVOS.

Generales:

Determinar el estado sanitario de alimentos de venta callejera colectados en los
puestos de los alrededores de la Basilica de Guadalupe, estableciendo la
presencia de Escdewehia ote cOMo un indicador de contaminacion fecal y a ETEC
como indicador de un patégeno humano, en (salsas, frutas, mariscos, verduras,
tortilla y frijoles.)

Objetivos particulares:

Determinar la presencia de Eudewedia eotc, a través de una evaluacion
cuantitativa (UFC/g), como indicador de contaminacién fecal en alimenfos de

venta callejera como  salsas, frutas, mariscos, verduras..,tor_tillas(yy frijoles,

colectados en los 'p:u,e'st:os de los alrededores de la Basilica dg Gu lupe.;

Identi‘ﬁcar la.presencia de (ETEC), en los alimento'sk des venta ci‘allejera,‘como
indicadof de un patégeno humano.

Realizar un estudio epidemiolégico del area de estudio.

Comparar dos técnicas de biologia molécular reaccion en kc‘adena de la
polimerasa "PCR" y la hibridizacion de colonias en fase sélfdé para la

identificacion de Eeedercedia st enterotoxigénica (ETEC), de aislados de Esberichia eote

de alimentos de venta callejera.




HIPOTESIS.
Los alimentos vendidos en via publicé estan contaminados fecalmente.
La técnica-de "PCR" .En(;litiplex ‘bavra identiﬁéar los genes de patogénia /t y st de
ETEC., es més- ‘reprodukciblye.f mas rapida’ y econoémica que la técnica de

hibridizacion en Vfasey sélida ufili_zéda tradicionalmente.
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METODOLOGIA,

Descripcion del Area de Estudio:

Eil. e'stUdio‘s'e'"Ile'vara a cabo en los puestos de venta callejera de alimentos,

penferla de la Basnhca de Guadalupe en la delegacién politica

Gustavo A Madero ' enclavada en Ia zona Norte de la Ciudad de México, ubicada a
19° 29‘ Iongltud norte ya 87 7° Iamud Oeste y a 2250 msnm. En una zona de
suelo aluvial. El periodo de Uuylas se presenta generalmente entre los meses de
mayo a septiembre a cualquier hora del dia y su temperatura media anual oscila
entre los 25y 28 °C, y comb .parte de la misma zona geografica tenemos el cerro
del Tepeyac ubicado-en Iaé'mismas coordenadas pero a 2350 msnm., donde
encontramos un bdsque artifi cial ‘con eucalipto y piril como flora principal, ademas

de algunas cactaceas y pastlzal |ndumdo (cartas topograficas de! INEGI, 1982)

En Ios alrededore de te’ centro religioso se ubican gran cantidad de escuelas y

areas mdustrlales por. | que es un area de paso obligado para muchas personas,

ademas  afluencia‘de feligreses que asisten a lo largo del afio. Se

esvtlmva:, gg'e éi:’na‘mero de visitantes a ésta nuestra area de estudio sea de 8
'miklvlohe:‘s“,kysu dfstribucién ésta. representada en mayor proporcion por nifios,
adOIIOS‘ y mristas que llegan a consumir alimentos en los locales semifijos que se
encuentran en los corredores fuera del templo y en los locales ambulantes que
estan dentro del atrio o en el corredor comercial de la calle Fray Juan de
Zumarraga, en los que se puede apreciar una carencia de servicios publicos (sa --

nitarios, agua potable) y de limpieza.
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TRABAJO DE CAMPO:

Para determinar los puntos de muestreo, se realizé un recorrido previo :e'n’vlos
alrededores de la Basilica de Guadalupe y se tomaron los siguientes criterios: ‘
e Que fueran sitios de alta afluencia de personas, de automdviles y de viento.
o Que fueran lugares donde se vendian alimentos de facil consumo, por
ejemplo: quesadillas, enchiladas, tacos de canasta, tlayudas, céctel de

frutas o mariscos (camaroén y ostion)

PARAMETROS AMBIENTALES:
Para determinar la hora del muestreo se consideré lo siguiente:
« Lahora en que se inicia la venta. .

e Eltiempo estimado en qué se'réalizaﬁa el rhuestreo

e EI tlempo de traslado hacva elrpunto de muestreo y del punto de muestreo

hacia eI Iaboratorlo

e E| t|empo requerldo para el procesamlento de las muestras.

TIPO DE MUESTRAS COLECTADAS:

Salsas verde, roja, chile piquin, mole verde ) I'OJO cécteles de ostion-camaron),
camarén, frutas ( sandia, papaya, mango jIcama melén ), aderezos como cilantro,
nopales, col y lechuga.

RECOLECCION DE MUESTRAS:

Se realizara la recoleccion de muestras, y se registrara la temperatura, con un

termdmetro ambiental de ~20° C a 110° C, marca Brannam.
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RECIPIENTES DE RECOLECCION
Se colectaron las muestras de allmentos en bolsas de plastlco Ilmplas y nuevas,
se cierran y se ethuetan con Ios sugmentes datos
- Namero de muestra b
- Fecha.
- Hora,
- Observacion.
DINAMICA DE MUESTREO:

Se procurd realizar el muestreo siempre en el mismo orden y a la misma hora.

ESTUDIO OBSERVACIONAL.:

Al realizar los muestreos, se hacian observacipnes sobre él puesto, es decir, si

tenia fuentes de abastecimiento de agua' cercana, si contaban con refrigerador,

con vitrina para exponer sus productqs, la apariencia de! dependiente o la
: dvependiente. es decir, si tenia las manos limpias, ufias recortadas, si usaba gorrita
osi ieni’ai'ely cabello Iyargo‘o corto, ¢cuantas personas habia? Y en la medida de lo
p’)osiblke se establecia una charla con ellos para preguntar si los alimentos se
‘ breparaban en el lugar o en casa, si se reutilizaban los sobrantes, y que cual era

su clientela estimada.
Todo esto con cautela, ya que las autoridades no nos acompafiaban y para evitar
problemas con los comercianteg se llevaba a cabo los muestreos de incognito,

tratando de respetar en lo mas posible las condiciones reales de venta.
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CONDICIONES DE TRASLADO:

Al finalizar se guardaran las muestras en un recipiente de unicel, para su traslado
al laboratorio de Epidemiologia Molécular del Departamento de Biomedicina

Molécular del CINVESTAYV, donde se llevara a cabo su procesamiento.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

- Las éareas de trabajo deberan limpiarse con cloruro de benzalconio y

alcohol en solucion al 50% (v/v).

- Encendido de mecheros.

- Se sacaran las muestras del recipiente de traélado y se. colocaran por
nimero de orden crecuente sobre papel secante o k -
Antes de abrir- la bolsa .se homogemzara perfectamente Ia muestra( si es
necesario macerar) A cada muestra sele tomara la Iectura del pH con papel indi-
caor marca Merk, con ravngo de 1- 14,y se pesarvrarjrgra'rpo para Vrekalvlzar el_analgss

microbiolégico y se procedera de la si’guiente'ményéré'.

ANALISIS MICROBIOLOGICO

1) Utilizando una pipeta Pasteur de plastaco estenl de 3 ml, ‘se peso '1 gramo

de cada muestra en un CI;IObIal utlllzando una’ balanza semlanahtlca
marca Ohaus. N ’ A

2) Eltubo se rotuld con los datos de la muestra y Se cblogc’:_ eh uné grédilla, y
se traslédé a un area estéril, acondicionada cdn mééherds para iniciar el

procedimiento de dilucién de las muestras. -
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3)

4)

5)

6) -

7

) drlurr) usando una punta por dilucidn, (las punt

‘ mcubaron las cajas de Petri en posrcron |nve

llmplas

YDIFCO se colocaron 10 ul de la muestra (cada drlucron,y a Ia muestra sin

colocaron en bolsas

: de plastrco para su - posterior mcrneracron) yise! sembro por estrra se

de 8824ha37°C

Todos Ios datos se anotaron en la brtacora del laboratono Una vez que se

termlno el procesamrento de Ias muestras Ias areas de trabajo quedaban

Al dra srgurente se sacaron Ias placas de Petrl del cuarto de incubacion y

‘se realrzo el conteo de colonlas parecrdas a Sam o €s decir, colonias

) fermentadoras de Iactosa (color fucsra) “en agar MacConkey con bordes

enteros de estas se selecmonaron 5 colonias por caja y se sembraron en

tubos con medro Motrlldad lndol Ornltrna (MIO) (para la prueba del indol) y

) en agar peptona ( para su conservacron) y. se rncubaron a 37°C de 18 a

3 24 horas se realrzé la prueba del lndol con el reactrvo de Erllch

Las colonias indol positivo (+), colonlas que presentaron Ia formacron 'de

anrllo ro;o se seleccionaron para sembrarse de peptona a agar Mac

Conkey. por:estria cruzada y se seleccroné 1 colonra para micrar las

pruebas moleculares.
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Muestras de alimentos
Y diluciones

Sembrar en agar MacConkey
Incubar a 37°C 16 a 24 h.
v

Contar las cepas Escheuckea coli
like,y seleccionar al azar 5
colonias y sembrar en medio MIO
Yy agar peptona,l*ncubar a37°C

[ Seleccionar cepas indol (+) |

PCR Multiplex Hibridizacion en fase sdélida,
sty It con iniciadores especificos para st y /f, con sondas
especificas

FUNDAMENTOS TECNICOS.
Hibridizacion de colonias en fase sélida.
La técnica de hibridizaciéon de colonias en fase sélida, es un método que requiere

del aislamiento de las colonias de £. «w#, Una vez que ya han SIdO identificadas

como (lactosa + e Indol +), se res|embran en placas de Agar de Soya y
Tripticaseina (TSA) en’ donde se pueden co|oca varias colonlas las que se
xncuban a 37°C durante 4 ] 6 hrs Después po'se' coloca sobre la

placa de TSA una membrana de Nylon con carga positlva (+) y se incuban

durante la noche a 37°C Al dia snguientv sev retlra la membrana y las colonias son
lisadas y desnaturatizadas con hldroxldo de SOdIO y dodecil suifato de sodio (SDS),
e hibridizadas in situ, con sop‘vdask especificas marcadas radiactivamente P*
(Moseley y col.,1982) o con"dlgoxigenina. Si los genes que nos interesan se

encuentran en estas cepas las sondas especificas se uniran, manifestandose
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una reaccién positiva de hibridizacién y para revelarla’utilizaremos el conjugado

antidigoxigenina — fosfatasa alcalina (Rodriguez, 1899).. N

Protocolo para Hibridizacidon de colonias en fase sdlida.

1.Se siembran las cepas sobre una placa de agar TSA, utilizando una cuadricula
para tkener’de una manera ordenada nuestras cepas problema y siempre se
" siembra tanto la cepa de referencia de ETEC 10407 que sera el control positivo
(Hyla céba E. ooli 3036 como control negativo (-)

2. Se Incuba Ia placa de 4a6ha37°C.

3. Postenor a la mcubacnon se coloca sobre Ia placa de agar una membrana de
'hybond- N. ' ;

4. Se déja;iﬁﬁubéﬁdo toda la noche"a 37 °C‘ e

5. Se saca la placa de la mcubadora y oon mucho cundado se retlra la membrana‘

y se coloca sobre un trozo de papel f Itro Wathman No 1 |mpregnado con NaOH

0.5 N en una caja petri de mayor diametr

6. La membrana se mantendra en NaOH 0 '5 N por espaclo de 15 mlnutos

7. Se transfiere la membrana a papel f Itro saturado con solucnon Tns 1M pHS,

dejandola asi durante 10 mlnutos :

8. Transferir la membrana a pape fi ltro saturado con solucnén Tris1M pH8-1.5

M NaCl y dejarla por 10 mlnutos v
9. Retirar Ia membrana y n agarla'en Solucnén Salina Citratos (SSC) 2X, y en

Dodecil Sulfato de SOle (SDS) al 5 %
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10.Una vez ehjdagada' se coloca sobre papel secante y. se dejra secar. a
ter’npératkura ambiente.

11. Cuando Ia ‘membrana este bien seca, se fija el DNA con qu UV en un Gene
Imker con una intensidad de 30 mjoules, durante 60 segundos L

12.Colocar la membrana en una bolsa de plastico, con 5 mI de solucnén de

prehibridacion, (ver anexo) o hasta que este cublertavlame‘m na y:cerrarla
herméticamente con un sellador térmico. ; ) L

13. Una vez sellada, se mete a incubar a 65 °C, du'raﬁnte ii{h 'ea un bafio de agua.

14. Terminada la incubacion, retirar la solucién de prehibridacién con una pipeta
de 1 ml.

15.Se adicionan 2.5 ml de liquido de prehibridacion mas sonda marcada con
digoxigenina, y se sella nuevamente.

"16. Se deja hibridizando a 65 ° C, toda ia noche en bario de agua. -

17.Se preparar.una solucién de lavado (Solucién salina citratos SSC 1X'y dodecil-

sulfato de sodio SDS 0.1 %) y se le mantiene a 65° C, hasta u uso

18. Retlrar al siguiente dia la sonda con una plpeta y se guarda para su rehuso

(hasta 5 veces).

19. Se saca la membrana de la bolsa y se coloca en un recuplente para enjuagarla )

con 20 mi de solucton de lavado. o

20. Se elimina Ia squcnon y sele adlmonan 20 ml mas de solucién de lavado, por

15 min. A 65°C en agitacion. Esto se replte 3 ';:e's.'

21. Se enjuaga la membrana con 20 ml de soluclon A y agitar por 1 min.

22. Se transfiere la membrana a 20 mI de solucuén B por 20 min. en agitacion.
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23. Se - Incuba on elf' éf_iiicdérp@’ enh 10 ml de solucién B y 1.5 pl de
antidigoxigéﬁiné-f fésfataéé alcalina. ‘,

24.Se deja incubando por 30 min. en agitaéién constante.

25. Se lava la membrana con 20 ml de solucion A y se agita durante 15 min.

26. Se repite el paso 26.

27.Se enjuaga la membrana en 20 ml de solucién C ( ver anexo), agitando por 1
min.

28. Colocar la membrana en 10 mi de solucién C, con 45 ul NBT /BCIP.

29.Incubar la membrana a temperatura ambiente hasta la aparicion de color
morado, el cual indicaria una reaccién positiva. 4

30. Para detener la reaccidén enjuagar la membrana en agua destilada.

FUNDAMENTO TECNICO.

La reaccion en cadena de la polimerasa.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica de biologia
molécular que fue desarrollada por Kary B. Mullis en 1985, esta técnica consiste
en la sintesis enzimatica in vitro de millones de copias de un segmento especifico
de DNA ‘blan‘f;o. flanqueado por un par de iniciadores que son secuencias de DNA
complementario a una regioén determinada y que son usados como templados a
‘trav”ésv‘dbe la\i bNA polimerasa, que en varios ciclos logra extender las cadenas de
intérés. Por lo general cada ciclo consta de tre}s pasos determinados por

températuras y tiempos especificos que son: 1) Desnaturalizacion, en el cual se

separan las dos cadenas complementarias del DNA blanco. 2) Alineacién, en el
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jDNA pollmerasa extlende elf DNA a partlr de iniciadores apareados al DNA

‘,‘blanco'.'"arl pollmerlzando Ios desoxnnucleotldos libres, resultando en nuevas

cadenas complem nt. |as' a Ias dos cadenas sencillas presentes al inicio de la

T reaccuon (Barrera y col 1993)

: Protocolo gara Ia tecnlca de Reaccién en Cadena de la Polimerasa PCR.

1) Extraccuon del DNA se t”’ma una colonia de la cepa de interés, (es decir,

f aquellas que fueron: Lactos e mdol (+)) de una placa de agar MacConkey y

: : la. toxma ST, se tilizaran los iniciadores JW14
S (5'ATTTTTCTTTCTGTATTTGTCTT-3 ) y el JW7
. (5 CACCCGGTACAAGCAGGATT-S) posteriormente procedemos a realizar las

- sngwentes rnezclas de reaccion:
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Tabla |. Mezcla para |la reaccién.

Volimen  de{Nombre del reactivo
reactivos
2.0 pl DNA mezcla,problema o C*.
8.0 ul Mezcla de iniciadores
0.1 pul Taq polimerasa
2.5 ul Regulador
2.0 ul dNTP' s **
104 pl Agua
25.0 pl Volumen final
*C Control.

*“Los DNTP's d {dATP), deoxi (dTTp),
deoxicitidina trifosfato (dCTP), y deoxiguanocin trifosfato ( dGTP) para cada reaccion.

La amplificacion de estos genes se realizo en una sola reaccidon en un volumen
final de mezcla de 25 pl, tanto para los tubos de las muestras proble‘ma‘, como .

para el control (+) de 1as Swbewka ot enterotoxngemcas ETEC 10407. La reacclén -

final de amplificacion contlene 2ul del DNA problema o control en10. mM VTFIS-HC|

(pH 8.0) 50 mM KCIz ; 2’

se hezclo
por agltacuén en vortex y se mtrodUJo en el equlpo Perkm EImer-Cetus DNA
termoctc(adqr. y se slgmo el siguiente programa: Calentar Ia»s muestras a 50 °C por
2 min 'y' a 95 °C por 5 min durante 40 ciclos, cada uno a 95 °C por 45 seg y a 50
°C por 45:s'eg.‘ Una vez terminados los ciclos se realiza una extension final de 10
min é 72 °C. »
El prbdﬁcto de PCR, se coloco en un gel de agarosa al 2%; en regulador TAE 1Xy
' se ‘corre en electroforesis a 80 Volts, 400 mAmperes, por 1 h. y se revela con

bromuro de etidio. (ver esquema 1).
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Mezcla de reaccidn

Agua 8.4 pl
1 colonia Q 2 uIDNA Buffer10x 2.5
Iniciador it~ 4.0
Iniciador st 4.0
Taq 0.1
1 ml de agua Mili Q DNA 20

Calentar por 1 min

: A ebullicion.

= v

i —— S T RS P
R A L LEe R e T R

Electroforesis T e Esquema 1. Protocolo para
80V 20% « PCR".
400 mA Agarosa
60 min Gel

TESES CON
TLLA DB ORIGEN
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Nota: = Para la preparacién de medios, reactivos, = soluciones, diluciones y
concentraciones utilizadas en este estudio. Ver los anexos.

Para determinar' la diferencia entre ias técnicas moleculares empleadas, en base a

Ia‘presenCIa. 7ef‘ los genes, se realizd una prueba de Chi cuadrada ¥? de
dependéh;’:’i’é.‘ con la finalidad de detectar diferencias estadisticas ( p< 0.05).

Daniels, 1995.)

12=5T (O ~E)
;E ,
Donde: E =Ty x Tr

‘Donde: ' E = valores obtenidos.
T = sumatoria: de la columna
Tr = sumatoria de Ia fila.

T = total :
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RESULTADOS.
1. MUESTREOS.

Durante el verano y otono de 1999 (16 de agosto al 4 de octubre), se realizaron 8
muestreos (1 por semana) de alimentos de venta callejera.

.Se colectaron un total de 91 muestras de diferentes alimentos, entre ellos, salsas
k verdes y ro;as arroz coctel de camarén y ostion, frutas con chile piquin, verduras
cilantro, col, rabano, lechuga, nopales, 'y frijoles.( ver tabla 2)

Al ‘final de los 8 muestreos se encontraron 51: muestras contamlnadas con

colonias parecidas a Ssdeuekta coti'y €} .resto no presento_q ‘cuml : oolomas

Las temperaturas regustradas durante lo muestreo scilérdn ehtre . Ibs 15°C y.
28°C. (ver tabla 3) 4

Los pH's de las muestras oscnlaron entre 3 y 7

Los ph's de las muestras en Ias que se observo crecumiento de Escheriehia colt estuvo

entre 4 y 6. ( ver tablas de 4 a 11)
Las cuentas en UFC/g presentaron intervalos desde 2 — 4.8 X 10% por lo que no
deben dejarse pasar por a!to.,ya que si consideramos el tiempo de replicacion de

las bacterias que es de 20 minutos y el tiempo que los alimentos estan expuestos
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en la via publlca que es de aproxmadamente 8 horas, hay tiempo necesario, para :

: que estas se repllquen y alcancen las dosis infectivas sin ningdn problema

Se observo que Ias fuentes de ‘abastecimiento de agua, estan muy ale;adas de Ios :

’Vpuestos de venta e ahmentos

Se recabaron datos: acerca de que los alimentos son preparados Ven e| 90% de los:

: ﬁpues_tos en el mismo sitio en el que se expenden y solo un'10 % preparaba los

aIlmentos en’su cas

ngun ‘comerciante: acepta‘que sus productos fueran de mala calldad o bien que

R los mismos sean reutlllzados en el dla snguxente a su preparamon

Tamblen se. observo que en muchas ocasmnes Ios utensnllos sin enjuagar,son

reutlllzados para colocar nuevos ahmentos

. En nlngun Iocal se uttllzaban gorras para cubnrse el cabello 0 guantes para las

manos

Las frutas eran rocradas para mantenerlas frescas con agua de botes que no

: estaban cubnedos, por:lo°que estan xpuestos al aire, polvo y contaminacién

qUimri'c‘a’ provemente :dé‘bs escapes d,e‘ los autos.(Duran y Kaufer,1993.)

Ld$ @marpiahfes oomenfaron' q‘pe en promedio se atendia a unos 50 clientes al
"dla y aue cada uno de ellos consumia de 2 a 4 quesadillas o gorditas y 1 coctel
por persona, una tlayuda o una orden de enchiladas (ningtin extranjero consumia
este producto debido a la apariencia de el platillo, informe dado por la vendedora),
segun fuera el caso.

Un aspecto que nos llamo enormemente la atencion es que los alimentos no son
nada econémicos, ya que una quesadilla o gordita tenia un costo de entre $ 8.00 y

$ 10.00 o los cocteles de mariscos $ 18.00 y las enchiladas $ 15.00 , las tlayudas
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$12.00 y - las frutas $ 5.00 el vaso, lo que de ninguna manera indica que sean
alimentos accesibles a toda la poblacion.
Los ‘puestos son atendidos principalmente por los miembros de la familia y en el

64% de ellos son atendidos por mujeres y en un 36% por varones.

2. ALIMENTOS COLECTADOS DURANTE LOS MUESTREOS.

En la tabla 2, se muestra el tipo de alimentos colectados. Los alimentos mas
frecuentemente colectados fueron salsas picantes. Puesto que se considera que
éstas se adicionan a casi todos los alimentos vendidos en via publica y que por lo
tanto pueden ser un importante vehiculo de ETAs. Se colectaron 30 salsas
verdes, de las cuales 18 tuvieron presencia de colonias parecidas a £. ««, 12 de
salsas rojas de las cuales 6 tuvieron crecimiento de colonias parecidas a &. cot.
Ademas se colectaron 6 muestras de mole, 1 de ellas con crecimiento de colonias
parecidas a £ e, y 3 muestras de chile piquin, 1 de ellas presenté crecimiento de
colonias parecidas a £. estt.

Tabla no. 2 Alimentos colectados durante los 8 muestreos.

ALIMENTO 1ero. | 2do. | 3ero. | 4to. 5to. 6to. 7mo. | 8vo. | Total

Salsaverde | 6 3 4 3 3 4 3

|Salsaroja | 1 3 1 1

Arroz o 1

2 1 1
1 1 1
Mole 1 1 1 1

Pata

Fruta ~ 1

BN =N

Ostion BN 1

Camarén 1 1 1 1 1

| Frijoles B 1

| Entomatadas | 1

| Todtillas 1 1 1

Cilantro 1 1 1 1

Cilantro/nopales | 1 1

 Nopales I 1

Colfrabano |

' Col.

Rabano

Lechuga

|Chile piquin | 1 1

Qlulaim|a|aiaiviavivialoivie|alojo 2|8

Total 10 11 11 13 12 14 10 10

" En cada columna se anota ei total de muestias colectadas en cada muestreo.
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3. MUESTRAS COLECTADAS CONTAMINADAS CON CEPAS PARECIDAS A
E. oz y NO CONTAMINADAS con E. eots.

Tabla No. 3. Aqui se observan los datos de cada muestreo realizado durante este
proyecto, y la temperatura ambiental registrada durante el muestreo.

Fecha Total de | Muestras Muestras Temperatura
del muestras contaminadas |no Ambiental °C
Muestreo. |recolectadas [con colonias | contaminadas.

parecidas a £.
16-08-99 |10 7 3 22°C
24-08-99 |11 5 6 18 °C
30-08-99 |11 6 5 20 °C
06-09-99 |13 4 9 15°C
13-09-99 |12 - 5 7 18 °C
20-09-99 {14 - 11 3 24 °C
27-09-99 |10 17 3 28 °C
04-10-99 {10 6 4 18 °C
Total 91 51 40

4. MUESTRAS CONTAMINADAS FECALMENTE.

A. Muestras contaminadas con Escherichia colt.
A continuacion en las tablas de la 4 hasta la 11, se muestra que alimentos
estuvieron contaminados fecalmente con Eséeckia cotz, por muestra, los niveles de
contaminacion fecal en UFC/ g, su pH y el nimero de puesto de procedencia. Se
encontraron un total de 34 muestras contaminadas fecaimente con Esehercehia cote, €N
todo el trabajo.

Tabla 4. 1er Muestreo. 16-08-99

Tipo de PH UFC/g, de Puesto numero
alimento Escherickia coli.
(4/10)
Salsa verde. 5 3x10?% 4
Céctel de 4 3.8x10° 5
camaroén/ostion.
_Salsa verde. 5 8x10° 9
Salsa verde. 4 13 x 10* 10
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Tabla 5. 2do. Muestreo 24-08-99.

Tipo de pH UFC/g de Puesto
alimento Eschevichia eoli. namero.
(1/10)
Mole 6 1.2 x10° 4
Tabla 6. 3er. Muestreo 30-08-99.
Tipo de PH UFCi/g Puesto
Alimento De numero
(7111) Sckevickia cols.
Salsa roja 4 1.7 x 10° 2
Entomatadas 7 1.4 x 10° 4
Ostion 4 1.8 x 10° 5
Salsa roja 4 6.6 x 10° 7
Salsa verde 4 2 x10? 9
Salsa verde 4 6 x 10° 10
Cilantro/ 5 1.8x10° 7
nopales
Tabla 7. 4to. Muestreo. 06-09-99.
Tipo de PH UFC/g Puesto
Alimento De numero.
(4113) Sscherichia coli.
Céctel de 4 8.4 x 10° 5
camaron
Salsa roja 5 3.2x10° 7
Salsa verde 5 1.28 x 10° 9
Nopales/ 5 4 x10° 7
cilantro
Tabla 8. 5to. Muestreo. 13-09-99.
Tipo de PH UFCl/g Puesto
Alimento de nimero.
(7112) Eschorichia coli.
Salsa verde 5 2x10° 1
Tortilla 7 6.4 x 10° 4
Papaya picada 6 2x10° 6
Salsa roja 5 2.6x10° 7
Mango 4 1.6x10° 6
Cilantro 5 5x10° 7
Col/ rabano 7 96 4
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Tabia 9. 6to. Muestreo. 20-09-99.

Tipo de PH UFC/g, Puesto
alimento de namero.
(8/14) Eschorickia cole,.
Tortilla 8 4.4 x10° 4
Coctel de 5 5.8 x10* 5
camarén/ostiéon

Salsa verde 5 4 x10° 8
Salsa verde 5 2.6 x10* 9
Camarén 7 1.2x 10° 5
Cilantro 6 1.6 x 10° 7
Col 5 2.6 x10° 4
Rabano 7 4.8 x 10° 4

Tabla 10. 7Tmo. Muestreo 27-09-99.

Tipo de PH UFC/g, Puesto
Alimento de numero.
82/10) Escherichia cote. ..
Salsa verde 6 7.2 x10% 1
Salsa roja 4 1.2 x10*

Tabla 11. 8vo. Muestreo. 04-10-99

Tipo de PH UFC/g Puesto

Alimento de namero.
(1710) Escherickia eoli,..

Lechuga 6 8.2 x10* 4

B. Contaminacion fecal de alimentos con Escéericdea cotc en UFCIg por grupo
de alimento.

También se analizaron por grupo de alimento y el que mas frecuentemente se
colectd fué el de las salsas y se encontré que 15 de 41, presentaron contami-
nacion con Eséevckia esti., 0 que no deja de llamar la atencién si se considera que
estas salsas son consumidas como aderezo de gran parte de los alimentos
vendidos en la via publica.(ver tabla no. 12.)
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Tabla 12. SALSAS
GUSTAVO A. MADERO (Basilica)
Alimento No. de Muestras UFC/g. de Media
contaminadas/ total Eachercchin colt,.
Intervalo
Salsa verde 10/30 2 - 26,000 4,710
Salsa Roja 5711 3.2 - 12,000 3,456
Total 15741

Tabla 13. En la siguiente tabla observamos los valores de UFC/g Ewcheorichia cote de

un grupo de alimentos que son un importante vehiculo de ETAs.

Tabla 13. MARISCOS

GUSTAVO A. MADERO (Basilica)
Alimento No. de Muestras UFCl/g. de Media
contaminadas/ total Escherichia
eots,.Intervalo

Céctel de 2/3 38 - 580,000 309,000
Camarén y :

Ostion [

Ostién 112 18,000 18,000
Camarén 1/4 12,000 12,000

Total 4/9 e

Obsérvense los datos de UFC/g de Esederichia cotc cONtabilizados en este estudio, son
realmente altos y si hacemos la consideracion de que los muestreos se realizaron
a temprana hora y que estos alimentos estaban expuestos por lo menos 6 horas
mas, las cuentas de estas bacterias para el caso de camarén que es de 1.2x 10*

UFCl/g, a las 6 horas seria de 2.16 x 10° UFC/g, lo que no deja de ser alarmante.

Tabla 14.En esta tabla, observamos elevados niveles de UFC/g de Euwhercchia cot: €N
frutas y verduras, lo que nos lleva a pensar que para estudios posteriores deberan
considerarse como importantes vehiculos de microorganismos patégenos.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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Tabla 14. VERDURAS Y FRUTAS

GUSTAVO A. MADERO (Basilica)
Alimento Ndmero de UFC/g. de
Muestras Etcherichen coll,. .
Nopales/ 1 1.8 x 10°
cilantro
Nopales / 1 4 x 10°
cilantro
Cilantro 1 5x10°
Cilantro 1 1.6 x 10°
Col /IRabano 1 96
Ré&bano 1 4.8 x 10°
Col 1 2.6 x 10°
Lechuga 1 8.2 x 10°
Papaya 1 2x 10°
Mango 1 1.6x 10°
Total 10

C.Prueba del indol.

Para conocer cuales muestras estaban en efecto contaminadas fecalmente,
usamos a &. e, como indicador. Se determiné cuales y cuantas de las 5 cepas
aisladas por muestras eran positivas a la prueba del indol, ya que esta prueba nos
indica con un 99% de certidumbre si una cepa parecida a £. «4, es realmente una
E. eot,. ( Nataro and Kaper, 1998.) En ia tabla No. 15 se muestra que del total 233
cepas seleccionadas, resultaron ser indol positivas 63 ( 27.03%), precisamente
estas cepas son las que se procesaron por las dos técnicas de biologia molécular
(Hibridizacion en fase sélida y "PCR".)

Tabla No.15 Cepas aisladas.

Fecha de Cepas Cepas
muestreo Lactosa + | Indol +
16-08-99 36 15
24-08-99 10 1
30-08-99 34 1
06-09-99 29 7
13-09-99 42 12
20-09-99 55 12
27-09-99 23 4
04-10-99 4 1
Total 233 63
Porcentajes | 100% 27.03%
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5. COMPARACI(:)N DE CEPAS ETEC, POSITIVAS POR LOS METODOS DE
HIBRIDIZACION EN FASE SOLIDA Y PCR.

Se analizaron las 63 cepas indol (+), provenientes de 34 muestras, para presencia
o ausencia de los genes /t y st de patégenia por los métodos de Biologia molécular
propuestos, encontrandose que por el método de hibridizacion en fase sélida, se

identificaron 5 cepas con el gene st y 10 cepas con el gene

It. Por el PCR se

identificaron no solo los genes It y st de las cepas identificadas por hibridizacién en
fase solida, sino que se observd que las 5 cepas st, eran en también st positivas y
finalmente se identifico otra cepa st que paso desapercibida por el método de
hibridizacién en fase solida, esto lo observamos junto con su procedencia, en las

tablas no. 16y 17.

Tabla no. 16.
Namero | Muestreo | Origen de la| Temp...| pH |Geneildentifi-
de NOmero. [muestra y| en cado a través
Cepa. No. de °C de:hlbrldlzqcyon
Local en fase sodlida
. It st
26 1ero. S.verde 9 22 5 |+ +
27 1ero. |S.verde 9 22 5 |+ +
28 1ero. S.verde 9 22 5 |+ +
29 1ero. S.verde 9 22 5 |+ +
30 1ero. S.verde 9 22 5 [+ +
31 lero. |S.verde 10| 22 5 i+ -
32 1ero. S. verde 10 22 5 i+ -
33 lero. |S.verde 10} 22 5 i+ -
34 1ero. S. verde 10 22 5 i+ -
35 1ero. S. verde 10 22 5 |+ -
287 6to. S.verde 9 24 5 |- -

En la tabla no. 17 se observa el total de cepas ETEC positivas por PCR , asi como
el alimento de donde se aislaron.

Tabla no. 17.
Muestra* Fecha Local |pH| No. de Gen Grupode | UFC/gde
de de cepas |ldentificado| E.-coli |Escherichia
Aislamiento Positivas Patogénica coli.
origen

Salsa | 18-08-99 9 5 5/5 LT-ST ETEC 8 x 10°
verde -
Salsa 18-08-99 10 4 5/5 LT-ST ' ETEC 1.3 x 10%
Verde |
Salsa 21-09-99 9 5 1/5 ST ETEC 2.6 x 10°
Verde

. + Son muestras de puestos diferentes
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5. COMPARACION ENTRE LAS TECNICAS UTILIZADAS.
En el caso de hibridizacién en fase solida.
e La hibridizacion en fase sdlida requiere de 72 horas para su procesamiento
y analisis. ‘
¢ El costo del analisis por hibridizacién en fase sodlida por muestra, es dei
$ 482.35 (ver anexo 2) ’

* Se requiere la utilizaqién 'd:e una sonda especifica, por cada gen que se

desee |dent|f car

En el caso de la reaccnon en cadena dela pollmerasa (PCR)

. PCR; requi 510 d 24 horas ara su procesamnentoyanahsus

. ‘gEI PCR permlte una |dent|fcac10n mas raplda y ef‘ctente de tal forma que

se pueda Inctdlr en eI dlagnosnco de una enfermedad.
. 1 Ambas tecmcas reqmeren de personal calificado para su ‘realizacion. Sin
embargo t«ene menos pasos la PCR, lo que la hace mas facil para entrenar

al personal.’( ver fotografias 1y 2).
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FALLA U

CON
ORIGEN

Y

Comrol - Con- Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa

Marcadorde (. trol prob prob prob prob prob
peso ETEC (-) no 26 no no noe ne
molecutar 10407 29 32 N 187

Frg 4 Faoesta fotogratia se muesta un gel de agarosa al 270, en donde observamos
claramente Jos genes de patogenia identificados en S de las 11 cepas ETEC posiivas v los
controles correspondientes 1y (=), despues de ser corndos por electroforesis a 80V,
40U mAmpers v durante 60 minutos




TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Membrana con sonda st

Control (-)
Cepa 3030

Control (+)
Cepa 10407

Foto no. 2 nos muestra las cepas que fueron identificadas con la
sonda para los genes /t, a través de la téenica de hibridizacién en
fasc solida. Es importante recalcar que las marcas en ocasiones se
pueden interpretar  erroneamente, sobre todo lo que observamos
en el margen derecho. El orden de las cepas positivas es como
sigue 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35. También estin el
control (+), cepa 10407 y el control (-) cepa 3030.
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nel 'anélisis de,-z.' no se obser\ian diferencias

estadnstlcamente ni cativas ( p> 0 05) lo cual md:ca que Ia presencua de los

genes ( ll y st) son |ndepend|entes de la" tecn:ca de deteccnon utilizada
(hlbndlzacwn en fase sélida o PCR)

6. 'DATOS EPIDEMIOLOGICOS.

Se observé que los alimentos se preparan el mismo dia o un dia antes.de la venta

y- no se colocan en vitrinas para su exposicién 'pbr'flo qu estén]e’)’(puestos

mmlmamente 8 horas, sin refrigeracion, |o cual lo‘ expone a factores que permtten

‘Ia pos:bllldad'de contammacuon qunmlca y Ia prolsferacuon de mlcroorgan mos

: (Duran y Kaufer: 1993 )

Que Ios puestos mbula tes y semlf'jos no cuentan con servnctos como agua

|tar|os ni electricidad, por lo que Ias condlcnones de

Vpotable krde sag e,
almacenamlento y. manlpulacmn de alimentos no son adecuadas

Al'no haber redes de agua potable cercanas a los puestos de venta callejera Ios
mampuladores no cuentan con la posibilidad de lavarse Ias manos o de lavar sus
utensmos en forma adecuada, por lo que muchas de Ias veces son reutlllzados
para agregar mas alumentos sin haber sido lavados. Por otra parte que Ia poca .

agua que tlenen a su disposicion al ser utilizada para la hsg|ene persona| y

Ilmpleza de los ulensullos, se convierte en un caldo de cultivo para Ias, bacterias
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debido a Ia presencua de matena organica, a la temperatura y al tlempo de perma-

‘nencia.

- Tamblen se observo que los manipuladores ademas de no Iavarse Ias ‘manos, no

se cubren ‘el cabello no utilizan batas, o guantes para mampular servir o’ cobrar

o Ios productos
lo que se piensa sobre este tipo de allmentos de que son. de bajo

“costo, por: Io menos ‘en este smo de estudlo no fue: a5| pues una quesadllla o

'vord ta teman un costo de $ 8.00 o.una orden de enchlladas sin poIIo $ 15.00, un

: ; ‘coctel de camaron u ostion $ 18.00y Ias tlayudas $ 12 00.
,El»anahsns se realizdé en doce puestos - ambulantes - semifijos (la localizacién se
pdede observar en el mapa) Encohiréhddse que estos puestos eran atendidos por
. 22 personas, en un promedio de 2 pérsonas por puesto, de las cuales 14 eran
k mujeres (64%) y 8 eran varones (36%) estos datos permiten destacar el papel

preponderante de la mu;er en esta actlvxdad y este se puede asomar a: dos

causas, por ser el pape! traducnonal de la muler o blen porqu a mu;er se ha:

convertido en el principal sostén economlco de un gran numero' de famlllas

mexicanas.( Duran y Kaufer, 1993. )
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DISCUSION DE RESULTADOS.

- Con ba:’sbe’ehﬂ!qu resultados obtenidos durante los 8 muestreos realizados en los
aliménios véndidés en los alrededores de la Basilica de Guadalupe Cd. de México,
un 37% j’de" ellos (salsas verdes, frutas, mariscos, verduras, tortilas), se
encu:ehtra’hr contaminados CON Euwdewedia eote. 10 que nos indica que el estado
_saﬁitario’:’de dichos alimentos no es admisible (OPS, 1996) pero del 63 % restante
no se puede decir que sean inocuos, sino que indica mejores condiaiones. ‘(Jay.'
1991.)

Se encontro que las condlmones hlglemcas en general tanto de Ios puestos como

de Ios mampuladores eran madecuadas

Otra observamon mteresante es que no hay correlacuon entre fos nlveles de

contamunacnon por Saéoud«a aaky la presenc:a ) ausencna de ETEC r(ver tablas nos..

'16 y 17 ) Esto toma gran lmportanC|a por ejempl'

Vpermltlr cnertos mvele de contammacuon

} pasteurlzada en donde el valor no deb ser mayor a 10 collformes fecales por

mmlltro o que para Ia carne de cang Jo‘no debera superar el valor de 100/g Y

nosotros encontramos que una muestra de salsa verde solo presenté 8 x 102

UFC/g pero que sin embargo todas Ias Seckerichia cot; Aisladas de la muestra fueron

ETEC posntlvas ! to’pone en evidencia el alto riesgo que consumir este alimento
a pesar deI bajo nlvel de contammamon fecal. Esto es aun mas claro si hacemos la
cqnsideracnon que nosotros observamos en este y otros estudios acerca de que
una parsoha danurhe de 2 a 5 tacos y que a cada taco se le agregan de 4 a8 ml

de salsa picante. Volviendo al ejemplo de la salsa verde contaminada por ETEC
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-esto . nos: -llevaria .a pensar.. que un individuo estarla col umlendofk,

aproxnmadamente 1.6 X10* UFC/g por com|da Esto aunado al hecho de’ que esta

estos alimentos implican. para los consumldores.

epidemiolégico es interesante mencionar 'q't]e

nos mdlca contammacnon secundana del allmento y muy probablemente por eI .
manlpulador (Jay, 1991 OPS 1996) aunque serla necesarlo haber reallzado unf
coprocultlvo del vendedor y vem’ car si habla presencna de ETEC :

En el presente trabajo no solo’ se anallzaron salsas SI no tambuen otros ahmentos‘

la salud de| consumldor A pesar de qu

de 9 muestras que presentaron cremmnento de Eadoue&a con icuentas bastante

elevadas en una muestra de coctel de camaron ‘con ostlon donde se detectd un

—valor de 5.8 x 10%g (ver tabla 13.) y si recor g ' _que estos alimentos estan

altamente ligados a la infeccidon por virus como 1 -de la Hepatitis A o a los

Calicivirus ((Blacklow,1991), deberia preocuparnos la venta de estos productos sin
las medidas higiénicas necesarias para su conservacion y manipulacion.
Se colectaron otro tipo de alimentos cuyas cuentas de Esdewekia cotc SON altas, lo

que sugiere que en muestreos futuros sera necesario incluir estos alimentos(frutas
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y verduras crudas), en Ia recoleccnon ya: que son. vehlculos comunes de .

contaminacién. Pues como propone Benenson 1995 Los allmenlos contaminados,
son la primera modalidad de transmlsuon de ETEC y este mlcroorgamsmo es el
principal causante de diarrea ivnrfanti( ( Black y aol. 1990) y de la diarrea del viajero
DuPont y col, 1970 y Caeiro y col, 1999).

Lo antes mencuonado nos muestra el alto impacto que estos alimentos pueden

tener en la salud publlca, ya que Ia mayona de estos son consumidos por Ia

poblacion del seclo' pr ductlvo e |nfant|| en edad escolar, por lo que su’

relevancia en Io econémico y.en lo soc:al no puede soslayarse puesto que ven

afectada su ’salu .y ca ad de wda ~por el consumo de estos allmentos

contamlnado ‘OPS,1996.)

Ardumd 1993 propus que Ia dlarrea del viajero-es. un’ problema de salud

epusodvos de dlarrea al dia y sfntomas como dolor abdominal, calambres' nausea,

vomuto yv,tenes_mq;', Io qgerprrovoca que las personas dlsmmuyan su productividad.
Cartwright, en 1993, pfopuso que la diarrea del viajero, es el problema de salud
mas comun en los visitantes de paises desarroilados que visitan paises en vias
de desarrollo. Se estima que al afno hay aproximadamente 16 millones de turistas
de paises desarrollados en paises en vias de desarrollo y de ellos del 30 al 50 %,
llegan a presentar diarrea del viajero (Arduino, 1993). Aunque estas proporciones

pueden variar segun Ias estamones del ano ya .que ETEC es aislada hasta en

32% en el verano y en solo 8% en el mvnerno ‘es degir, presenta comportamiento

estacional (Mahlla 1992) En MeXICO se ha observado que las diarreas en el

invierno estan asociadas con |os Rotavurus (Velazquez 1999).
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ool dependlendr del med|oven que se encuentra algo snmllar a lo eportado para 'mua

: ‘,’c‘alomev( Smgleton 1982) de aislados ambientales comparada n aimor,fologla de
aislados clinicos. Esto adquiere especial relevancia yg qge{' f_ue prééiéamente de
. una_colonia estreflada de Sscmichia eott que se detedp ia pkjége:‘hcia del gen st de
ETEC. Esto también nos hace pensar que muy poksibl‘ef;‘l:ebﬁté 'vél numero de cepas

de Escherichia cote S€ hayan subestimado.
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e kestudlo para muestras climcas y determmo que'

El presente trabajo es sélo un estudlo plloto que nos indic

encontrar tecmcas de dlagnostlco rapldas para la delecclon' :‘ de cepasv

‘:Caelro en 1998 reallzé una comparacnén entre _fhétqdos utilizados en este

PCR es mas sensible que el

» ‘hlbndlzamon en fase séllda entre otras és" bosible detectar ta

presenc:a del DNA, aun en bajas cant ade: de detéccién va desde 10

hasta 100 organlsmos de ETEC adema : qu ’ opone _:ue esta técnica pueda

‘usarse como un método rutlnarlo de dlagnostlco Nosotros tamblen comparamos
‘ 'Ias dos técmcas de blologla molecular propuestas para |dent|f icar genes,} ‘
: patogenlcos (It y st) de ETEC a partir de muestras amblentales de &dam eo(t de .

: allmentos Estas técnicas fueron Colony. Blot( Hlbndacron en fase séllda) y un

PCR (Reaccién en Cadena de la polimerasa) multlplex Una vez rea

técnicas con las mismas cepas de amxm ua fue poslble‘compararlas'

Estableciendo que la técnica de PCR, -es més raplda menos Iaborlosa mas
reproducible y mas barata que la técmca de hibndlzacmn en fase sollda El PCR
multiplex permite la identificacion en una sola reaoclon de ambos genes en tan

sblo 24 horas, tiene un costo aproximado de $; 50.85. Pero tal vez lo mas
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|mportante es. que es: mas sensuble ya que’ identificc’ mas genes en las mismas

'cepas y otras cepas negatlvas por eI metodo de hlbrldtzamon en fase sol:da (ver

. resultados tablas g 6 yi ') De tal manera que nosotros proponemos este PCR

i como una tecnlca u zarse para eI d|agnost|co de ETEC tanto de muestras

: de E.!a(eue/uz coli alsladas de: alxmentos como de muestras cllmcas (esto ya se ha

: demostrado'enn stro laboratono)

Dentro de Ias 63:cepas Sdcleu’a((a cols, Que se Iograron alslar en este proyecto se

B Iogro |dent|fcar a 2 ue poseian elgenity sty que solo tenla el gen st esto

por PCR pero el»resto de las cepas alsladas podrlan o no pertenecer a alguno de-

Ios otros grupos patogenlcos por lo que se propone la mtegracuon de una PCR

para Ios 4 grupos de deeuclm cal" patogemcos restantes
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e : ) ;
CONCLUSIONES. j

. Se detecta Esdewekia oz, €n alimentos de venta callejera, lo que indica

contaminacion fecal en niveles elevados, porlo. que deben ser

considerados importantes vehiculos de. ETA ‘tal es -el caso de salsas

verdes y los mariscos que se pueden asociar no sélo a. ETEC, O & Vibris. SINO

también a VAH ( virus de la hepatiti

‘(hsbndlzacion en fas clida 'y PCR) para la |dent|f cacubn de Eac‘ouafm cole
enterotoxugénlca en allmentos

. Se encontrd que la técnica de PCR, es mas reproducnble mas barata y mas
rapida que la "hlbrld:zacuon en fase solida" ya que brinda resultados en tan

sdlo 24 horas y porque al hacerse mdiltiplex, permite la identificacion de

varios genes de patogenia en una sola reaccion. : ‘ ; 1
. Que las cuentas encontradas de ETEC pueden alcanzar la dosns mfectlva

en eI transcurso del dla ya que Ios ahmentos no son almacenados en

condtcuones adecuadas y estan expuestos por Io menos 8 horas ‘lo que
permite la supervwenma y prollferamén de Ios mlcroorgamsmos '

. - Si'consideramos que el area seleccionada para este estudio, es un sitio de
alta incidencia (se estima que es visitada por 8 millones de visitantes al

afo), de peregrinos nacionales y de turistas internacionales por un lado y
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que la ETEC, es responsable de Ia Ilamada dnarrea del vxajero los

resultados de este estudio no deben dejarse pasar por alto

RECOMENDACIONES.

1) Dar entrenamiento en practicas de inocuidad de alimentos a los
manipuladores

2) Concentrar a los vendedores ambulantes en lugares con acceso a los .

servucnos pubhcos necesanos para este comercno ‘esto on la f nalidad

de d|sm nutr Ios "es os de : salud pL

sect_Jenciés, enla

5) 'Educ‘:ar a'los consumldorés sobré que t!po de allmentos lmpllcan menor
: ruesgo en su consu’mo y cuales |mpI|can un mayor nesgo para su salud
:(frutas verduras crudas y no desmfectadas y los mariscos " frescos").
ké) ,Establecer regulaC|on samtar;a ;paravla,‘.venta de alimentos en la via

pubhca : g ’ »
5) Dar a conocer Ias fécni(:as mbdérnas de diagnéstico, en . los
laboratonos clmlcos de los servnctos de salud pablica. para que se

|denufque a ETEC
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ANEXO1. . = -
. Ilidkr('».{idd de S(v)dirdyl N

NAOH coeveevvrevcesisiins 40 g .
Agua destilada., 1000 mt -~ ’

Preparacion: Pesar 40g de hidroxido de sodio y colocar en un matraz  volumétrico y
complementar un volumen de 1000 ml con agua destilada.

. Reactivo de Erlich
p-dimetil-amino-benzaldehido................ 1 g
alcohot ctilico absoluto...... ceeaees Ceenerneiee. 85 ml

TICL concentrado..... Cerrereneaies ceseeieens o 20ml

Preparacion: Pesar 1 gramo “de p-dimetil-amino-benzaldehido vy - disolver en 85 ml. de
alcohol etilico absoluto, agregar 20 mil de FICL concentrado.

. Solucion salina 0.85%
NaCl......... [PTPRON F U ST PP TSR - - X 1
Agua destiladal. ..ol 100 ml

Preparacion: pesar 8.5 g de NaCl'y disolverlos en 100 ml de agua destilada, estérilizar en
autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos, conscrvar en refrigeracion.

. MEDIOS DE CULTIVO

Para la preparacion de los mismos se deben utilizar medios de cultivo deshidratados, de
procedencia idonea, realizando la mejor uniformidad cn los: mismos; - olor, color y
consisteneia.

. Agar Nutritive ( agar para manutencion de cepas.)
FFormula:

Extracto de carne 5.0,

Peplona 10.0 g.

Cloruro de sodio (NaCl) 5.0g

Agar 15.0 g.

Agua destilada 1000.0 ml




Preparacion:

Pesar los ingredientes y  agregar 1000ml de  agua  destilada fida,  dejar reposar
aproximadamente 15 minutos.  Calentar agitando constantemente hasta la completa
disolucion del medio. Distribuir volumenes de 3.0 a 4.0 ml ¢n tubos de (1.5 x 30mm),
tapar v esterilizar en autockive a 121 °C durante 135 wminutos. Despuds de esterilizar v aon
calicnte colocar los tubos en posicion inclinada hasta que ¢l medio solidifique, ¢t pH final
deberd ser de 7.4 2 0.2 a 25 °C.

o MEDIOS DEIDENTIFICACION

. Medio para movilidad- indol (M1O)

Formula:

Extracto de levadura 3.0g
Peptona de gelatina 10.0 g,
Peptona de caseina 10.0 g.
I.- omilina © 10.0g.
Dextrosa 1.0g.
Purpura de bromocresol 0.02 g.
Agar 2.0g.
Agua destilada 1000 ml,

Preparacion: Disolver 31g del medio deshidratado en 1000 ml de agua destilada feia, dejar
reposar por aproximadamente 15 minutos, calentar a ebullicion hasta disolucion completa,
distribuir de 3 a 4 ml, durante 15 minutos, enfriar y dejarlos en reposo en posicion vertical.
conservar los tubos preparados en refrigeracion de 2 a 8° C. debiendo obtencrse un pll final
6.5a25°C,

Usos: Esla prucba es de gran utilidad para la identificacion de algunas enterobacterias.
Eachescchia_cote da la prucha positiva la prucba del indol. Este método tiene Ias ventajas de
poder observar la fermentacion de la glucosa, fa produccion de indol. la movilidad y la
descarboxitacion de ta omitina.




MEDIOS DE AISLAMIENTO SELECTIVOS

J Agar MacConkey,

Formula: :
Peptona especial 3.0
Peptona de gelatina 17.0g.
Lactosa 10.0 g.
Mezela de sales biliares 1.5g.
Cloruro de sodio 5.0g.
Rajo neutro 0.03 g.
Cristal violeta 0.001 g.
Agar agar 13.5g.
Agua destikada 1000.0 ml.
Preparacion:

Pesar 50 g D¢ medio deshidratado v agregar 1000 ml de agua destilada fida, dejar
reposaraproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta su completa
disolucion, tapar v esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.Distribuir 25 ml
en cajas de Petri de 120mm de diametro, dejarlos enfriar y guardar en refrigeracion de 2 a
8 °C conun pll final de 7,16 0.2 25°C.

Especificaciones, este es un agar selectivo, para el aislamiento de enterobacterias
como Salmonella, Shigella y bacterias coliformes como Escherichia coli, a partir de
heces, orina, agua y alimentos etc, segiin McConkey.

PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR LA SONDA MARCADA CON
DIGOXIGENINA:

Se obtiene el acido nucléico (DNA), del microorganismo, y este se corta con
enzimas de restriccion como las endonucleasas, que rompen el DNA en sitios
especificos de bases nucleotidicas dando como resultado pequenos fragmentos
de acido nucleico que se secuenciaran posteriormente a través de.

1.- La realizaciéon de una Reaccion en cadena de la polimerasa.

2.- Se tomaran 10ul del producto y duluir 1:10, este servira como DNA molde.
3.- Se adicionan los cuatro nucleétidos trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP.)
4.- Se agrega ef nucleétido con la molécula reportera dUTP digoxigenina.

5.- Se agrega la enzima polimerizante Taq polimerasa y su regulador.

6 .- Adicionamos los iniciadores TW 11, TW20, JW 7y JW 14,
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6.- Esta mezcla se somete aun programa de PCR en eI equ:po Perk|n~ Elmer con .

el protocolo mencionado en metodo|ogia

CALCULOS PARA SOLUCIONES DE Hlbndtzamon en fase sollda

e NaOH o.sN :
Pm= 40g.
40g_  (1000mi)_ ;
X (1000 mI)__ 05N
x= 20g. ‘
20g ~(1000mly___ 05N
X T (250m) 05N

X=5g- .

: Colocar 5 g de NaOH y aforar a 250 ml para obtener una normalidad final de
0.5N.

PM“12114g

121, 14g - (1000 ml)___ M
X_. (250ml) __
X=3028g

-..Se colocan 30.28 g de Tris base en 250 ml. de agua, para obtener una molaridad
final de 1M, y se ajusta el pH a 8 con HCI 1N.

. Solucién TRIS 1M
NaCl 1.5 M.
P.M. 58.44 g NaCl.

58.44 g Tris (1000mi ) ™
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X ( 250m| ) 1M
X= 14, 61 9.
-14.61g (250 mi) ™
X= (250 m! ) ™
x= 21.92g.
Se pesan 21.92 g y se colocan en 250 m! de agua para obtener una molaridad de
1.5 M.
Y para obtener la solucion Tris 1 M- NaCl 1.5 M se pesan los 30.28 g de trisma
base y 21.92 g de NaCl, posteriormente se le agregan 250 ml. De agua y se ajusta
elpHcon HCI 1 N.
. Solucion Salina Citratos. {(SSC) 2X
0.3 M NaCl
0.03 M Citrato de sodio.
PHO70-0.2

NaCl 58.44g 1000 mi ™
X= 1000 ml 03 M

X= 17.53g.

17.53g 1000ml___ 0.3 M
xX= 250 mi 03 M

x= 4.38 g de NaCl y 2.2 g de Citrato de Sodio a pH 7.0+ 0.2

Peso molecular del citrato de sodio.

294.10¢g 1000 mi __ ( 1M)
x= 1000 ml _ (1M)

x=8.82¢g

8.82g 1000mi__0.03 M

X= 250 mi 0.03 M.

x= 2.20 g de Citrato de sodio, se mezclan los reactivos y se agregan 250 mi de
agua y se ajustaelpHa7.0 - 0.2 conHCI 1 N



"« Solucién de Prehibridacién.
SSC5X

0.75 M de NaCl

0.75 M Cit Na. pH 7.0 £ 2.0

10.9 g de NaCi

5.5 g'de Citrato de Na.
pH 7.0+ 20

. g;)?ctivo Bloqueador ( Albumina sérica bovina 1 % o leche en polvo al
25g___ 250 ml
N- Laurilsarcosina 0.1 %
025g__ . 250ml
. sps al0.2 %v

0.05¢g 250 ml

. Solucidn de Lavado.
SSC 1X

0.15 M NaCl = 2.19g NaCl.
0.015m CitNa = 1.10g Cit Na.
pH7.0+20 pH7.0+2.0

. Solucion A:

TRIS 100 Mm pH=7.5

P.M. 121.14g

121.14g 1000 ml 1M
X = 250 ml 1M
X=30.28 g

30.284g 250 mt 1000 mM
X= 250 ml 1000 mM.
X= 3.02g en 250 ml en una concentracién final de 100 mM.
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. NaCl 150 mM

58449’ 1000 ml 1000mM
CX= o 250ml -1000mM

x=1461g

14.61.g 250 mi 1000 mM
x= 250 ml 150 mM

x =2.19g

Colocar 2.19g en 250 ml para obtener una concentfacién final de 150 mM.
. Solucién B.

12.5 g de leche descremada.
. Solucién C

TRIS 100mM pH= 9.5

3029250 ml.
© NaCI 100mM
58.44g 1000 ml 1000 mM
X=" 250 ml 1000 mM
x= 14.61
14.61g 250 ml 1000 mM
X= 250 mi 100 mM
x= 1.46 g en 250 ml para una concentracién final de 100 mM
MgCl, 50 mM
P:M: 203.31g
203.31g 1000 ml (1M)
x= 250 mi (1M)
x= 5082¢g
50.82 g 250ml 1000 mM
X= 250ml . 50 mM
x= 2.54g "



. L88C BUFFER 20X POWDER
175.2g NaCI - B
88.2g Cltrato de sod:o :

Para 1. ItApH 76 i03

e ssc" BUFFER 1x
Cada htro contlene 0 15 M NaCI

0.015M de Cltrato de sodio.
pH7.0+20

e .8SC 20X concentrado.

Cada litro contiene 3.0 M de NaCl. 1.5 M de NaCl.
0.3 M de Citrato de sodio. 0.15 M de Citrato de Sodio.
pH7.0+20 pH7.0 =20
e SS5C20X

Cada bote contiene 3.0 M de NaCl
0.3 M de Citrato de sodio
pH 7.0 £2.0.



ANEXO 2.

El laboratorio debera contar con el siguiente material.

Asa bacteriolégica.

Cajas de Petri.

Cajas de almacenamiento de criotubos.
Criobiales.

Encendedor.

Espatula de vidrio.

Gradillas.

Marcador indeleble.

Matraces erlenmeyer.

Mecheros.

Papel indicador o papel pH.

Pipeta Pasteur.

Puntas para pipeta de diferentes volumenes.
Tubos Eppendorf.

Tubos para PCR.

Viales para cepas.

Vasos de precipitados.

El laboratorio debera contar con el siguiente Equipo:: -

Campana o Gabinate de Seguridad biolégica.
Incubadora.

Micropipetas mecanicas de diferentes volumenes.
Platina de alta temperatura.

Camara de electroforesis.

Fuente de poder de 80 v, 400 mAmp.

Bafo de agua.

Termociclador.

Gene linker.

Transiluminador

Refrigerador.

Agitador vortex.

Balanza semianalitica.

.

. Cepas certificadas o ATCC de interés



Reactivos para la prueba de Colony Blot.

Tabla no. 18 i o
Nombre del | Marca Contenido | Precio Cantidad  Costo |
reactivo Jutilizada | Neto. o IUtilizada. 'Unltano,m B
| Medio TSA | Bioxon 500g. _ |$462.37 | 3g-100mi ;$2.77 .
Membrana | Naylon 0.300mx % 1576.79 |0.066 m. T$ 11.56 !
jdenaylonN {Bond-N __ 13m. L SR SR
Hldroxldo de i JTBacker 500 g $117.00 "5g - $1.17 !
Sodio NaOH} I T R T S
Dodecil Kr 100 g $ 437.60 0.30g 5132
sulfato de i !
sodiosDs = o . S ‘
Papei fiitro  |Wathman ~ [46'x 57cms. |$99.66 15x 20cms. | $ 11.40 ;
#1 ‘ |
Trs T JUSB T |S00g  |$57690 | 6068g [$7915 !
ultrapuro | T R S [ N
Cloruro de | JTBacker 500 g $92.65 11.12g '$ 2.06 :
sodioNaCl | b I
Citrato de JTBacker 500g $148.00 880g '$ 2.60 :
sodio ! ;
‘Albumina | Free KR 10g 5715381 [T0g 7 s1i839 ]
sérica ‘ :
bovina L o L
N-Lauril ~[Sigma | 507 "Tszd000 Toosg  lsoz4
Sarcosina | .. e UL S
Iniciadores | Gibco 20 bases 1$220.80 |02 :$ 0.09 ;
LT Tw20 o S S N e ;
LT Tw11 |Gibco 20 bases |$ 220.80 t072' ul '$007 :
niciadores | Gibco |23 bases |$253902 | 0 2ul 3008
ST w14 & , N ) B
ST w7 |Gibco 20 basgs $220.80 ,,to 2 ul - |$ 0.08 o i
dNTPs | Gibco 3204 5260544 40wl '$208
Taq Boehringer | 250U/ 50u!  1$1.269.60 101wl '$253
jpolimerasa_ | Mannheim 10X/ 1mi._ R ‘ R
i Dogoxige- | Lackeside 25 3 1,702.94 i 1.5 '$102.47
nina I : i i
[Leche des- |Sveeltes | 360g 3650 11289 T T$1.27 E
‘Cremada. R o [ o
‘Antidigoxi- | Lackeside 25 4l 1,749.83 | 150l $ 104.99
genma AP, B o R . B
:MgCl JTBacker | 500g _1$36200 & 2549  $184
'NBT/BCIP |Lackeside 2mi2mi (879965 ! 45,135, '$31.99
i Combo 80 ul :
"Total ‘

En esta labla observamos fos reactivas ylas pmpormones uuhzadas para ia realizacion det Colony Rict. asi como su cosia.




Reactivos para la pfueba de PCR.

Tablano. 19
Nombre del | Marca
reactivo - Utilizada
Iniciador Gibco

LT Tw20
i Iniciador - Gibco
LT Tw i1

Iniciador - Gibco

ST Jw 14
Iniciador .Gibco

ST Jw7 ) S
| i Taq : Boehringer
pollmerasa ‘Mannheim
Regulador

dNTP 'sdTTP,! GIbCO
,dATP dGTP,
tdCTPy.
{Agua “Milli- @
;Agarosa . Gibco
TAE 1X :
‘Bromurode Gibco

' Etidio - ]
iMarcadores  Gibco

_de PM. .
Total

su costo.

Contenido Precio Cantidad | Costo
INeto. 4 Utilizada, | Unitario.
| 20bases |$ 220.80 2.0 $0.010

4 I - —
| 20 bases $ 22080 | 20 $0.072
i "23bases |$253.92 2.0 W {$0.080
|
! " 20bases |$220.80 2.0 $0.080
125001500 |$6,519.92 |04 $13.04
|

hoxmt _

1320 ul $2,60544 | 4p $10.43
l
5 S e e
: B 6.3
i "100g 1'$576.90 0409 | $2.307
1 1000 mi_ $500.00 | 100 mi_|'$50.00

}10mi(10mg/mi) [$ 3.450.00 | 2l $ 0.69
'1Rb, $2000.00 | 2 $ 0.002
i s
I $ 57.85

Todas las diluciones y mezclas de reaccion se llevaron a cabo con agua Milli Q.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

R o0 20 s




Calculos :-

Para los dNTP's.

Cada dNTP cbntiene 320 pil en [10mM| cada uno

[3 2 Uumot | -» 10 Upumol
dilucién
3.2 Upmoli— 1 mi

3.2umol en mmol = 100 mMolar

1 ul—> 9l es decir, 1:10
10 mM cada uno

125 wl dATP
1251 dCTP
125 1t dGTP
1251 dTTP
500 ul dNTP's
500 ul agua

1000 d 6 1mi-> 250 reacciones
X < 1 reaccion
x = 250 reacciones > $ 2605.44
1 reaccion > b3
x=%$ 10.43
cada dNTP tenia una concentracion final de 1.25 mM, equivalente a 1x.

40 ->25u > | 200 uM]
16l —> 100w -> [ 200 uM]
ful > 25ul > x = 200uM

. Taq Polimerasa contiene 5 unidades por
50U » 10 u
x= <« 0.1ul

x= 0.5 unidades de Tagq polimerasa. -»
Mi tubo tiene S0ud
50ul > $6,519.92
Oul > x=%13.04



Debo mencionar que el kit de la Taqg incluye el regulador o buffer y el Cloruro

de magnesio por el mismo precio y sélo se anotan aqui para sefalar la

concentracién de los mismos.

Regulador o Buffer

25 pl-> 25l

con dilucién final 1:10.

Cloruro de magnesio

SOmM - tul
= <« 25
x=2 mM entonces la concentracion final del cloruro de magnesio es de
2mM.
Nombre Disuelto en Dilucion Volumen #de reacciones |
| LT TW 20 | 488 | 100uM] 1:10 4880/ 2 2240
LT TW 11 {605 | 100uM| - 1:10 6050/ 2 3025
ST JW 14 1633 1| 100uM| 110 6330/ 2 3165
ST JW 07 | 558 ul{ 100uM) 1:10 5580/ 2 2790

Calculos para resuspender iniciadores marca Gibco.

Una vez resuspendidos, se utilizaran en una dilucién 1:10 por lo tanto se’
tomara un volumen de 100 1 por iniciador y se diluiran en 800 | de agua

MilliQ para cada gene de interés.

LT_TW 11 = 48.8 nmo! por lotanto 0. 488 ml de agua
TW 20 ——» 60.5 nmol  por lo tanto . 0.605 m| de agua

ETEC
ST_Jw 07 » 6.33nmol . por lo ténto 0.633 ml de agua
JW 14 ——p-:5.58nmol - por lo tanto - 0.558 ml de agua
LT I ~
TW 11:-48.8 nmol =+ ~1} -equivale a 48.8 nM
" 488 nmof - 1 ml: equivalente 1a {48.8 uM)
C1 V1= Cz Vz

(48.8 \M) (1 ml)= (100 M) (1)
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V267 = (48.8uM) (1 ml) =0. 488 ml . resuspender.en 0.488 ml
100 M

Tw 20

60.5 nmol —»1 It
60.5 nmo! —»1 ml equivale a [60 5 M)

entonces:
CiV4=Cs Va2
(60.5 ;,LM) (1 ml)= (100 uM) ()

4= (60.5 uM) (1 ml) = 0.605 ml* V2=0.605 ml, resuspender en 0 605 ml
100 uM

ST
JW 14
63.3 nmol —»1 It

. 63.3 nmol —»1 ml equivalente a [63.3uM]
entonces:
Cy V1= C, V>
(63.3uM) (1. mb)= (100 M) (%)

= (63. 3ELM2 (1 mb -ml V2=0. 633 ml resuspender en 0.633 mi
100 uM E

Jw 14
55.8 nmol —»1 It

-:565.8 nmol —» 1 ml equivalente a [55.8 M}

entonces:
CiVi=C; V2
(55.8 uM) (1 mi)= (100 uM) ()
7= (658uM) (1 ml)=0558m! V2=0.558 ml

100 uM
Todas las mezclas de reaccion se realizan con agua milli Q estéril.
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