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"cuidar de la salud (...) es mds que construir un objeto
e intervenir sobre el mismo para cuidar se debe
considerar y construir proyectos" (Ayres, 2002)
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RESUMEN

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA), sigue siendo uno de los principales
problemas de Salud Publica en México con altos indices de mortalidad en nifios
menores de cinco afos, pudiendo llegar a afectar también a la poblacién en
general. Su prevalencia puede deberse a diferentes determinantes inherentes al
individuo como son su susceptibilidad genética y estado nutricional y su condiciéon
socioecondémica, el lugar geografico en el que vive, las condiciones sanitarias, asi

como a la falta de eficacia de muchas politicas publicas en materia de salud.

Bajo esta Optica en la presente tesis hemos abordado este problema a partir del
desarrollo de una estrategia diagndstica en el laboratorio de biologia molecular
para la deteccion de enteropatdogenos que definen buena parte de la etiologia de
las EDA’s. Consecuentemente, hemos puesto a discusion ante esta estrategia
basica (estrategia diagnostica) de la Vigilancia Epidemioldgica (VE), las diferentes
formas de intervencion de la Promocion de la Salud, buscando una conexion
inicialmente tedrica, gracias a sus estrategias para generar metodos de
intervencion comunitaria cuyos objetivos se centran en la salud y no solo en la

enfermedad.

La VE que se realice, apoyada de esta nueva estrategia diagndstica, nos debera
de ayudar a realizar un diagnéstico comunitario que no solo se enfoque en
aspectos inherentes a la persona como: edad, sexo, estado nutricional, practicas
de salud y sintomas primarios de la enfermedad; debe de tomar aspectos externos
y relacionados a su contexto social, los servicios con los que cuenta y la calidad
de estos servicios, condiciones socio econdmicas, ambientales y de saneamiento

del medio y las préacticas de higiene de su comunidad.

Aparte del diagndstico comunitario y de los datos que nos arroje la VE, gracias a
esta nueva estrategia diagnéstica de laboratorio y a las diferentes acciones
propuestas desde la vision de Promocién de la Salud (que se muestran en el
apartado de la discusién), se puede decir que el promotor de la salud cuenta con

todas las herramientas tedrico — metodoldgicas para proponer una intervencion

-9-



Licenciatura en Promocion de la Salud

efectiva en las poblaciones afectadas por las EDA's, las cuales estaran ligadas a
determinantes de la salud, medidas tradicionales de prevencién de la enfermedad
y de nuevas metodologias. Con el fin de que éstas acciones logren incidir tanto en
la ideologia actual que predomina en el personal de salud que labora en las
instituciones esperando se le dé un mejor abordaje al tema de las diarreas,
haciendo que las comunidades y las personas basados en sus estilos de vida se
hagan participes en su proceso salud — enfermedad y no queden solo como entes
pasivos.

Se implementé un nuevo método diagndstico de biologia molecular para la
deteccion de enterobacterias (Escherichia. coli, Salmonella, Shiguella y Vibrio),
usando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiple por
sus siglas en inglés Polimerase Chain Reaction. Partiendo del hecho de que las
bacterias presentan diferentes determinantes de virulencia codificados por

diversos genes.

Asi mismo, la estandarizacion de la técnica de PCR multiple, usando cepas
control, ha permitido aplicar el método en aislados clinicos, directamente lo que

da lugar a su aplicacion sobre muestras fecales.

Con base en los resultados experimentales de esta tesis y su potencial aplicacion
en la VE, hemos explorado tedricamente la vision del Promotor de la Salud,
proponiendo una vision binaria para la VE de las EDA’s con una mejor VE de las
EDA’s. Por un lado, el uso de ésta nueva estrategia diagndstica de biologia
molecular en los laboratorios de monitoreo epidemiolégico y por otro lado,
intervenir en las comunidades, tanto las endémicas como las que no lo son. Dicha
intervencion tendra que ver con una serie de acciones desde la Promocion de la
Salud (PS), Educacion para la Salud (ES) y Prevencién de Enfermedades (PE)
gue tengan como fin alimentar las bases de datos de la VE, que la comunidad y
las personas sean capaces de incidir en su salud y logren prevenir estas
enfermedades mediante el propio monitoreo, asi como educarse para tener un
mayor control sobre su salud mediante la promocién y prevencion de estos

padecimientos.

-10-
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INTRODUCCION
1. La Salud Publicay las Enfermedades Infecciosas.

El concepto de Salud Publica (SP) ha estado presente a lo largo de la historia de
la humanidad y ha evolucionado, pasando por el animismo, la magia, la religion y
la ciencia, pero siempre determinada en Ultima instancia por la base econdémica
(Cérdovay col, 2008).

De acuerdo al concepto del Doctor Gustavo Molina Guzman, la Salud Publica: es
la ciencia y el arte de organizar y dirigir los esfuerzos colectivos para proteger,
fomentar y recuperar la salud de los habitantes de una comunidad (Seymour,
1990).

Derivado de este concepto, se pueden exponer las funciones fundamentales
dentro de la SP las cuales abarcan: promocion y fomento de la salud, prevencion
de las enfermedades, curacién, rehabilitacion e investigacion (Cardona, 1987), las
cuales en suma hacen que la finalidad de la SP sea contribuir a la mejora de la
salud de la poblacion mediante disciplinas del area de salud, junto a otras como la

antropologia, la economia, la geografia, la ecologia, por ejemplo.

La SP tiene dos grandes dimensiones, por un lado, el fendbmeno salud/enfermedad
por otro la atencion a la salud, (Garcia, 2009). La labor de la SP frente a un
problema como lo son las enfermedades infecciosas, particularmente las
enfermedades diarreicas, es trabajar desde las dos dimensiones, aprovechando
los campos de la epidemiologia, la higiene, el saneamiento ambiental, la
educacion para la salud, la sociologia y la economia de la salud, para que en
suma esto permita a la SP abordar esta problematica tratando de buscar posibles

soluciones en pro de la salud colectiva.

-11-
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Otros autores que han desarrollado los campos de accién de la SP son Winslow
(1920) y Hanlon (1974), bajo los cuales es posible ubicar la importancia de las
enfermedades infecciosas. Los campos de accion que nos presentan ambos
autores son complementarios e importantes para tratar y revenir las enfermedades
infecciosas [Tabla 1] (Chapela, 2007).

Tabla 1 Funciones y campos de accién de la Salud Publica tomado de

Garcia, 20009.
Winslow (1920) Hanlon (1974)
Saneamiento del medio Saneamiento ambiental

Control de los padecimientos

.. Prevencion de las enfermedades
transmisibles

Educacion de los individuos en

higiene personal Cuidados integrados de salud

Organizacion de los servicios de salud
para el diagndstico temprano y el | Coleccion y andlisis de estadisticas
tratamiento  preventivo de las | vitales

enfermedades

Desarrollo social para elevar el nivel | Educacion para la salud individual y
de salud colectiva

Planeaciéon y evaluacion de los
servicios

Investigacion cientifica, técnica vy
administrativa

En esta Tesis hemos abordado uno de los grandes retos de la SP en cuanto a
enfermedades infecto-contagiosas se refiere: la Enfermedad Diarreica Aguda
(EDA’s), causada por enteropatdgenos bacterianos, representa un verdadero
problema de SP contemporaneo, tanto en paises desarrollados, como en aquellos
en vias de desarrollo, con una transicion epidemioldgica (Castro, 2007); y por cuya
dimension social queda expuesto el valor que cobra la Promocion de la Salud,
pues no solo es un problema que se deba abordar desde el @mbito bioldgico o

desde un ambito social, como tradicionalmente lo haria la Salud Publica, sino

-12 -
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desde una vision integradora de diferentes ciencias y metodologias, con areas de
accion que la misma Promocion de la Salud se plante6 desde sus inicios, que van
desde el desarrollo de aptitudes personales y politicas publicas saludables,
creacion de entornos saludables, fortalecimiento de la participacion de la
comunidad 'y una reorientacion de los  servicios de  salud
(OMS/conferencias/productos,1986).

1.1 Determinantes de riesgo de las enfermedades diarreicas.

La diarrea es una alteracién en el movimiento caracteristico del intestino con un
incremento en el contenido de agua, volumen o frecuencia de las evacuaciones.
Se trata de una disminucion en la consistencia de las heces, un incremento de la
frecuencia de los movimientos intestinales con mayor o igual a tres evacuaciones
en un dia (Secretaria de Salud, 2008).

La diarrea suele ser un sintoma de una infeccion del tracto digestivo, que puede
ser ocasionada por diversos organismos, bacterianos, viricos o parasitos. La
infeccion se transmite por el consumo de alimentos o0 agua contaminados, o0 bien
de una persona a otra como resultado de una higiene deficiente (Cortez, 2011). La
deposicion frecuente de heces firmes (de consistencia sdlida) no es diarrea, ni
tampoco la deposicidon de heces de consistencia suelta y “pastosa” por bebés

amamantados (Sanchez, 1997).

En el mundo las EDA's son la tercera causa de muerte en nifios menores de cinco
afios y ocasionan la muerte de 1.5 millones de nifios cada afio principalmente en
paises en vias de desarrollo, se encuentran por debajo de las infecciones del
tracto respiratorio en primer lugar y el VIH-SIDA gue son el segundo lugar (OMS,
2010).

Hay tres tipos clinicos de enfermedades diarreicas (OMS, 2010):

a) La diarrea acuosa aguda, que dura varias horas o dias, caracteristico del

célera.

-13-
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b) La diarrea aguda con sangre, también llamada diarrea disentérica o
disenteria.

c) La diarrea persistente, que dura 14 dias o mas.
1.1.1 Determinantes causantes de diarrea

Entre los diferentes determinantes que pueden desencadenar un cuadro clinico de
diarrea, se encuentran los asociados al patégeno, al ambiente y al hospedero:

Existen diversos patdgenos, tanto bacterianos, viricos y parasitos, los cuales se
transmiten por agua contaminada con materia fecal [Tabla 2]. El tipo y grado de
diarrea depende de la patogenicidad del agente etiologico (Informe de la OMS
sobre Determinantes Sociales de la Salud, 2008.

Determinantes ambientales. Debemos considerar las fuentes de agua, ya que la
infeccion es mas comun cuando hay escasez de agua potable, empleada para
beber, cocinar y lavar, ya que si éstas proceden de aguas residuales, fosas
sépticas o0 letrinas, son particularmente peligrosas debido a que estan
contaminadas con heces humanas o de animales, lo que las hace ser vehiculos de
enteropatdgenos, causantes de algun cuadro diarreico. Las heces de animales
callejeros que pueden estar depositadas en las banquetas de las grandes urbes
también contienen microorganismos capaces de ocasionar enfermedades

diarreicas (Gomez, 1971).

En muchas areas geogréficas los episodios de diarrea ocurren por temporadas de
acuerdo a las estaciones del clima. En las areas tropicales, las diarreas
ocasionadas por rotavirus suceden durante todo el afio, aumentando su frecuencia
durante la estacion seca y los meses mas frios; mientras que las diarreas por
bacterias tienden a suceder con mayor frecuencia en los meses mas calientes de

la estacion lluviosa (Saenz, 2005).

-14 -
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Tabla 2. Principales microorganismos relacionados con cuadros diarreicos
tomado de Hernandez, 2011

Sindrome Caracteristicas Agentes etiologicos

Rotavirus *

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) *
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) *
Escherichia coli enteroadherente (EAEC)
Salmonella ssp. *

Cryptosporidium

Vibrio cholerae

Mecanismo no | Clostridium perfringens

inflamatorio, mediado por | Bacilus cereus

enterotoxinas. Staphylococcus aureus

Vibrio parahaemolyticus

Giardia lamblia

Virus Norkwalk

Adenovirus 40,41

Campylobacter jejuni *

Campylobacter coli

Aeromonas ssp

Diarrea aguda
liquida

Shigella spp *

Entamoeba histolytica

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)
Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)
Campylobacter jejuni

Salmonella enterica (Serovar Enteritidis,
Choleraesuis, Paratyphi) *

Vibrio parahaemolylicus

Yersinia enterocolitica

Trichinella spiralis

Schistosoma japonicum

Balantidium coli

Clostridium difficile

Aeromonas spp

Mecanismo inflamatorio
por invasion del epitelio
intestinal,  denominado
usualmente  disenteria.
También hay presencia
de moco y leucocitos en
las heces.

Diarrea con
sangre

Giardia lambia
Ascaris lumbricoides
Interferencia del agente | Necator amaricanus

Diarrea crénica infeccioso con la | Strongyloides stercolaris
actividad normal del | Trichuris trichura
tracto gastrointestinal. Crytosporidium

Isospora bella
Enterocytozoon bieneusi

Mecanismo invasivo con
penetracion a través de
la mucosa intestinal y
diseminacion

hematégena a todo el

Yersinia enterocolitica

Campylobacter fetus subsp. fetus

Salmonella enterica serovar Paratyphi Ay B *
Salmonella choleraesuis *

Yersinia pseudotuberculosis

Fiebre entérica

organismo.
Gastritis o atrofia | Colonizacién del epitelio . .
o b pr Helicobacter pylori
gastrica gastrico con ulceracion.

*Patégenos mas frecuentemente aislados en nifios hospitalizados en México 2012
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Determinantes intrinsecos relacionados al ser humano: Las enfermedades
diarreicas también son el resultado de la contribucion de la propia salud humana,
como lo son la malnutricion y la edad. Estos son determinantes que afectan a los
nifios ya que en muchos de los casos cuando sucede el destete a temprana edad,
-esto estrechamente relacionado a una inequidad y exclusion social que impacta
en los estilos de vida de diferentes poblaciones-(UNICEF, 2009), se presenta una
disminucion de los anticuerpos maternos adquiridos, entonces la carencia de
inmunidad pasiva en el nifio y la ingesta de comida contaminada puede
desencadenar un episodio diarreico. Aunado a esto si la nutricion es deficiente el
organismo del nifio sera menos capaz de aceptar mecanismos para combatir un
episodio diarreico, por ejemplo su sistema inmune podria estar abatido, lo que los
hace mas vulnerables y propensos a morir si no se les da la atencion debida y
puntual. A su vez, cada episodio de diarrea empeora su estado nutricional y esto
es un circulo vicioso donde, a mas episodios de diarrea, mas desnutricion y en el
peor de los casos puede desencadenar en el fallecimiento del menor (Saenz,
2005).

Determinantes extrinsecos relacionados al contexto del ser humano: Los
determinantes culturales y sociales estan ligados a los estilos de vida de los
individuos y las condiciones socioculturales. Estos aspectos tienen que ver con el
contagio de persona a persona, en particular en relacion a las condiciones de
higiene personal deficiente, o bien en la forma en que los alimentos son
elaborados o0 almacenados en condiciones antihigiénicas. Asi mismo, las
condiciones de pobreza definen el uso de agua no potable como la de riego para
sus necesidades basicas, incrementando el riesgo de adquirir una infeccion
diarreica (Saenz, 2005).

Como se ha descrito anteriormente, las EDAs se generan gracias a un conjunto de
determinantes extrinsecos e intrinsecos que estan interconectados y las acciones
gue se deben tomar para combatir este importante problema de Salud Publica
deberian de partir desde diferentes ciencias y disciplinas bajo diferentes

estrategias; ya que las soluciones mas efectivas en los paises en vias de
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desarrollo, incluso en los paises desarrollados, para evitar en mayor grado un
contagio por enteropatégenos, como epidemias o combate de este problema en
zonas endémicas, deben responder a medidas integrales gestadas desde la
Promocion de la Salud para lograr la participacion de las personas en la
conservacion de su salud, por sus estilos de vida, hasta el desarrollo tecnolégico
para vigilar la movilidad de los patdgenos territorialmente, en potenciales brotes
epidémicos (Weng Aleméan, 2000).

1.2 La Promocién de la Salud

A lo largo de la historia y en las diferentes conferencias que han tenido lugar, la
PS tiene un papel importante en la atencién a la salud, en algunos aparece como
un mecanismo primario de atencion a la salud desde la atencidon primaria a la
salud, como la representaron Leavell y Clark (1965) al desarrollar su modelo de
historia natural de la enfermedad (L, Heyman, 2007). En éste se distinguen tres
niveles de prevencion y en cada uno hay componentes distintos de medidas
preventivas, las cuales se implementaran dependiendo el grado de conocimiento

de la historia natural de la enfermedad [Tabla 3].

Tabla 3. Niveles de aplicacion de medidas preventivas en la historia natural

de la enfermedad

. . . ., . Prevencion
Prevencién primaria Prevencién secundaria L
terciaria
. - Diagnostico o
Promocion de | Proteccion gno y Limitacion de o
o tratamiento . . Rehabilitacion
la Salud especifica precoz la invalidez

El concepto moderno de Promocion de la Salud (PS) tomé fuerza en los dltimos 20
afios en paises desarrollados de todo el mundo, pero son tres conferencias
Ottawa (1986), Adelaide (1988) y Sundsval (1991) las que establecieron las bases

conceptuales y el punto de partida de esta nueva disciplina (Vega, 2000).

En otras conferencias alrededor del mundo la PS se propuso como una

herramienta metodoldgica y como una teoria que no deja de ser novedosa y a la
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vez dificil de entender, ya que no siempre se tienen bien planteados sus alcances
y limitaciones y, como lo veremos méas adelante, no existe una sola promocion de
la salud vista desde cualquiera de las tres formas antes mencionadas (Kumate,
1989).

Pero aunque existen diferentes visiones y formas de hacer PS, el fin es el mismo,
darle un concepto positivo a la salud y tratar los problemas de salud de manera
diferente como lo hacen otras disciplinas actualmente, que es una ausencia de
enfermedad (solo &mbito bioldgico) y no como un equilibrio en todos los aspectos
de la persona o comunidad donde la Salud es un medio o el fin.

La PS se a definido como un proceso que permite a las personas adquirir mayor
control sobre su propia Salud y al mismo tiempo mejorar dicha salud. Lo anterior
se establece con base en el contexto de salud definido como la capacidad con la
gue un individuo o grupo pueden realizar sus aspiraciones y satisfacer sus
necesidades, ademas de cambiar su entorno o afrontarlo. Los principios
fundamentales de la PS podrian enmarcarse en las siguientes caracteristicas:
interviene en la poblacion en su conjunto en el contexto de su vida diaria, pretende
influir en los determinantes de la salud, combina métodos o enfoques distintos
pero complementarios, se orienta a conseguir la participacion concreta y
especifica de la poblacion y los profesionales de salud quienes habran de

desempeniar un papel de facilitador de la PS (Kickbush, 1996).

Es decir, la salud ya no solo debe ser vista como ausencia de enfermedad y sobre
todo, el encargado de salvaguardar este bien social (la salud) ya no es, solo el
médico, la enfermera, o el especialista en el ambito bioldgico; sino que la salud se
ve mas como un proceso que como fin, donde intervienen determinantes sociales,
culturales, ambientales, politicos, religiosos y éticos; que en suma, si el individuo
estd en armonia con éstos lo reflejard en su vida y en su comunidad (L6pez,
2005).

Otro concepto que aterriza el campo de trabajo de la PS asi como su naturaleza

interdisciplinaria es el expuesto por Bunton y Macdonald (Restrepo, 2001). En el
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gue se afirma que se trata de una “Disciplina académica o mejor aun, un conjunto

de varias disciplinas académicas”.

Entre estas disciplinas se identifican las siguientes: la Politica social, la
Educacion, la Sociologia, la Psicologia, la Epidemiologia, la Comunicacion, el
Mercado Social, la Filosofiay la Economia, solo por mencionar algunas.

Lo interesante es que con esté intercambio disciplinar se crea un nuevo concepto
que tiene identidad propia y aplica técnicas y metodologias que requieren un alto
grado de manejo, creando asi una fuerza multidisciplinaria con el fin de contribuir a
la PS.

La PS sefiala la necesidad de cambiar el paradigma que nos dice que existe una
sola salud y ésta s6lo atafie al ambito biolégico; de modo que el enfoque es que
hay varias dimensiones de la salud y elevar los niveles de Salud de las
poblaciones requiere la apropiacion de capacidades que lleven a los individuos y a
las comunidades a lograr una cierta autonomia referente al proceso salud-
enfermedad; y con esto, que ellos mismos se planteen el nivel de Salud al que
guieran llegar. Una de las tareas iniciales de la PS es que de manera conjunta, los
integrantes de las comunidades y los promotores de salud identifiquen primero el
contexto en el que estan inmersos, las capacidades con las que cuentan y las que
pueden fortalecer asi como las amenazas que los detienen para poder lograr un

mejoramiento en su nivel de salud tanto individual como colectiva.

Desde el nacimiento de la Promocién de la Salud se a tratado de profundizar mas
en el tema y se han llevado a cabo a lo largo de la historia 8 conferencias de PS,
cada una tratando de contextualizar su importancia y la relevancia que debe tener
esta en las agendas politicas de todas las naciones, de igual manera han surgido
de estas conferencias documentos que engloban tanto el trabajo,
responsabilidades y retos de la propia PS, a continuacion se mencionaran

aspectos importantes de las conferencias y de las declaraciones de PS.
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Declaraciones y Conferencias mundiales en torno a la Promocién de la
Salud.

El Informe Lalonde, denominado (1974) "Una Nueva Perspectiva de la Salud de
los Canadienses". Representa un cambio de actitud frente a los problemas de
salud, poniendo énfasis en las estrategias gubernamentales orientadas al cambio
de comportamientos, asi como al desarrollo de politicas publicas, que fortalecieran
la accién comunitaria con la finalidad de actuar sobre distintos escenarios en los

gue las personas viven cotidianamente (Lalonde M, 1974).

La Declaracion de Alma-Ata (1978), (ex-URSS). Este documento tiene como
filosofia: “Salud para Todos en el afio 2000” y se resume en los diez puntos
siguientes: 1) una definicion universal de salud como un estado de bienestar, 2)
igualdad en el estado de salud de la poblacion, 3) desarrollo social y econdémico en
un nuevo orden internacional, 4) el derecho de la poblacion a participar en la
aplicacion, atencion y planificacion de su salud, 5) justicia Social, 6) atencion
primaria de salud y asistencia sanitaria esencial, basada en métodos Yy
tecnologias, cientificamente fundados y socialmente aceptables, 7) hacer hincapié
en la atencion primaria de salud, 8) todos los gobiernos deben formular politicas,
estrategias y planes de accién hacia la atencion primaria de salud, 9) cooperacion
entre los paises para garantizar la atencion primaria de salud de toda la poblacion,
10) manejo mas racional de los recursos del mundo para alcanzar la salud para
todos en el afio 2000(OMS/UNICEF,1978).

En 1984, la Organizacién Mundial de la Salud define los principios de la

Promocién de la Salud. Aqui se mencionan algunos basicos:

1) Busca influir en los determinantes de la salud y asegurar ambientes saludables,
2) Se dirige a la poblacion en general y su condicion de vida particular, sin
centrarse en personas especialmente vulnerables o en riesgo, 3) combina
procedimientos diversos y complementarios como la comunicacion, la educacion,
la legislacion, las medidas fiscales, el cambio organizativo y el desarrollo

comunitario, 4) debe aspirarse a la participacion efectiva de la poblacién,
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propiciando la autogestion y estimulando la conciencia de las personas a
encontrar estrategias para promover la salud de sus comunidades, 5) partir de la
perspectiva social de la salud, los profesionales de la salud, especialmente los de
atencién primaria deben apoyar y facilitar la PS.

Primera Conferencia Internacional sobre Promocién de la Salud en Ottawa,
Canadé (1986)

Se elabora La Carta de Ottawa para la Promocion de la Salud en la que se
destacan condiciones previas para la salud: la paz; ecosistemas estables; justicia
social y equidad; recursos como educacién, alimentos e ingresos. Ademas
enmarca la necesidad del empoderamiento de la gente y de la “abogacia”, la
participacion y accion politica. Las principales acciones se centran en: 1) la
formulacion de politicas publicas saludables, 2) la creacion de entornos propicios
saludables, 3) el fortalecimiento de acciones comunitarias, 4) el desarrollo de

aptitudes personales; 5) la reorientacion de los servicios de salud (OMS, 1986).

Segunda Conferencia Internacional de Promocion de la Salud, Adelaide,
Australia (1988)

En esta conferencia se definié la Politica Publica Saludable como "la que se dirige
a crear un ambiente favorable para que la gente pueda disfrutar de una vida
saludable”. Asi, desde esta perspectiva, se valor6 su incidencia en los
determinantes de la salud (Medio Ambiente, Estilos de vida, Sistemas Sanitarios,
Biologia Humana) y como estas politicas enmarcan las acciones que buscan
reducir las inequidades sociales y econdémicas. Adicionalmente, se indico la
necesidad de pedir cuentas a los sectores publico y privado; y que el gobierno

formule politicas de salud y la valoracion de su impacto (Raventos, 1988).
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Tercera Conferencia Internacional de Promocion de la Salud, Sundsvall
Suecia (1991)

Esta conferencia enmarcé la interdependencia entre el medio ambiente y la salud
en sus diferentes dimensiones: sociales (normas, costumbres y procesos), fisicas
(interdependencia de todos los seres humanos), culturales (reconocimiento de las
mujeres), economicas (redistribucion de los recursos y desarrollo sostenible) y
politicas (participacion democratica, descentralizacion de las responsabilidades y
recursos). Se identificaron cuatro estrategias de Salud Publica para la creacion de
entornos de apoyo comunitario: fortalecer la abogacia, hacer que las personas y
las comunidades asuman el control de la salud y el ambiente mediante el
empoderamiento de las personas, creacién de alianzas para la salud, mediacion

entre los intereses sociales en conflicto (OMS, 1991).

Cuarta Conferencia Internacional de Promocién de la Salud, Yakarta
Indonesia (1997)

En esta conferencia se incluye al sector privado en apoyo a la PS. Entre sus
prioridades resaltan el promover la responsabilidad social y el incremento de la
inversion para el desarrollo de la salud, esto con el objeto de asegurar la
infraestructura necesaria para la PS; abordar los problemas de salud
aprovechando los distintos escenarios, la participacion de las comunidades en la
toma de decisiones, acceso a la educacion e informacion, participacion efectiva y

movilizacion de la gente, empoderar al individuo (OMS, 1997).
Quinta Conferencia Internacional de Promocion de la Salud, México (2000)

En ésta se hizo hincapié en los acuerdos tomados en Yakarta, teniendo como
meta, hacer un examen del aporte realizado por las estrategias de promocion para
mejorar la salud y la calidad de vida de las personas que viven en circunstancias
adversas, asi como una mayor equidad entre los paises. Se redactd la
“Declaracion ministerial de México para la promocién de la salud: de las ideas a la
accion” en la que se compromete a los paises a incluir a la salud en su agenda

politica y de desarrollo (Secretaria de Salud, 2000).
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Sexta Conferencia Internacional de Promocion de la Salud, Bangkok
Tailandia (2005)

Aqui se realizdé un andlisis de los desafios y oportunidades que enfrenta la PS en
un mundo globalizado. Se ratificaron los principios y areas de accion establecidos
en la carta de Ottawa y las otras conferencias de PS. En esta conferencia se
propusieron cuatro compromisos para la PS: 1) la PS debe ser primordial en la
agenda mundial, 2) es responsabilidad de todo gobierno, 3) es un objetivo
fundamental de comunidades y la sociedad civil y 4) es un requisito para las
buenas practicas empresariales. Asi mismo se destaca la importancia de
asociaciones, alianzas, redes y demas mecanismos de colaboracion en torno a

objetivos comunes para mejorar la salud de las comunidades (OMS, 2005).

Séptima Conferencia Internacional de Promocion de la Salud, Nairobi Kenya
(2009)

En esta conferencia se plante6 una llamada a la accion de identificar estrategias y
compromisos claves para cerrar la brecha en la salud y desarrollo mediante la PS,
reduciendo la inequidad en salud a través de la implementacién de la PS para
crear sociedades mas justas que permitan a las personas llevar una mejor calidad
de vida y aumentar el control de su salud y los recursos necesarios para su

bienestar.

Las estrategias planteadas en esta conferencia son: 1) construir capacidades para
la P.S, 2) fortalecer los sistemas de Salud, 3) alianzas y acciones intersectoriales,
4) empoderamiento comunitario, 5) alfabetizacion y comportamiento en Salud
(OMS, 2009).

-23-



Licenciatura en Promocion de la Salud

Octava Conferencia Internacional de Promocion de la Salud, Helsinki
Finlandia (2013)

Identifica las acciones intersectoriales y las politicas publicas saludables como
elementos centrales para la PS. El logro de la equidad en salud y el entendimiento
de la salud como un derecho humano, esta conferencia le da mas peso a la falta
de politicas saludables y el deterioro de la salud de la poblacion frente a procesos
del mercado. Busca mejorar la rendicion de cuentas de los politicos sobre el
impacto en salud, enfatizar las consecuencias de las politicas publicas en los

sistemas de salud, los determinantes de la salud y el bienestar.

Se exhorto a los gobiernos a :1) colocar como prioridad la politica en salud y la
equidad en salud mediante la adopcion de los principios de Salud en Todas las
Politicas, 2) asegurar estructuras, procesos y recursos eficaces que faciliten la
implementacion del enfoque de Salud en Todas las Politicas en todos los niveles
de gobierno, 3) fortalecer la capacidad de los Ministerios de Salud para
comprometer a otros sectores del gobierno a través del liderazgo, la colaboracion,
la promocion y la mediacién para lograr mejores resultados de salud, 4) construir
capacitacion institucional y habilidades que permitan la implementacién de Salud
en Todas las Politicas y que proporcionen evidencias en los determinantes de la
salud y la inequidad; y en respuestas efectivas, 5) adoptar mecanismos
transparentes de auditoria y rendicion de cuentas para los impactos en salud y
equidad, que construyan confianza en todos los gobiernos y entre los gobiernos y
sus poblaciones, 6) establecer medidas frente a los conflictos de intereses que
incluyan garantias efectivas para proteger las politicas de la distorsion creada por
la influencia de los intereses comerciales y otros intereses; e 7) incluir a las
comunidades, los movimientos sociales y la sociedad civil en el desarrollo,
implementacion y monitorizacion de la Salud en Todas las Politicas, capacitando a

la poblacion en alfabetizacion en salud (OMS, 2013).

Asi entonces, en la perspectiva de este trabajo de tesis la dimension preventiva y

las acciones de PS se complementan con el desarrollo tecnoldgico para el control
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de enfermedades infecto contagiosas la necesidad de esta vinculacion la
encontramos a partir de que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce
a la PS como una herramienta con la que deben contar los gobiernos para
alcanzar “salud para todos” y cuya agenda incluye: 1) educacion dirigida a los
problemas de salud prevalecientes y métodos de diagndstico para su control, 2)
prevencion y control de enfermedades endémicas; e 3) inmunizacion contra las

principales enfermedades infecciosas (OMS, 1978).

Es asi que, el problema de las EDA’s debe ser observado de manera integral de
por lo que en este trabajo podemos conjuntar los alcances de la PS y sus
estrategias en este problema de SP, asi como la importancia a nivel preventivo
gue tiene el desarrollo de un nuevo método de diagndstico molecular para

enteropatdgenos dentro de las estrategias de la Vigilancia Epidemiologica.

Asi la PS incide y maximiza capacidades, detona procesos de cambio e identifica
posibles problemas de salud y entre las comunidades. A su vez, busca una
reorientacion de las politicas de salud a partir de la concientizacion de sus

practicas.

1.3 La Promocién de la Salud y las Enfermedades Diarreicas: Vinculacion y

cooperacion de instituciones- sector salud- comunidad, estudio de un caso.

Un nivel de accién de la PS en regiones especificas del pais a sido documentado
en lo que se le llamado la salud comunitaria basada en evidencias. La intervencion
en comunidades con objetivos basados en el desarrollo de estrategias de salud y
su impacto sobre la propia comunidad representa un campo claro para acciones
concretas en problemas de Salud Publica regional. En este sentido se han
desarrollado estrategias de planificacidon por regiones basadas en evidencias
(Arrizon y col, 2011).

Estas estrategias han sido desarrolladas por el Centro de Investigacion de
Enfermedades Tropicales de la Universidad Autonoma de Guerrero. En sus
primeras investigaciones estuvieron involucrados muchos de los municipios mas

pobres del Estado de Guerrero. Su método se basa en investigacion de campo
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local, con repeticiones a intervalos para obtener evidencias que apoyen la toma de
decisiones. En un estudio realizado entre 1992 y 1995 en las 5 comunidades mas
pobres del estado, donde la tasa de mortalidad infantil fue de 100 por cada 1000
nacidos vivos, mas de la mitad de las mujeres adultas son analfabetas y solo 27
de 700 comunidades tienen un centro de salud, se desplegaron estrategias para
promover la participacion comunitaria donde la prevalencia de las diarreas es alta.
Por ejemplo se propicio la formacion de nuevos comités de salud para controlar la
calidad del agua, se emple6 una cancion para promover la rehidratacion, con la
participacion de la radio local y realizando “spots” con “estrellas” locales y del
medio artistico fomentando buenos habitos de salud, asi como la participacion
directa de promotores de la salud; y el trabajo casa por casa para llevar a cabo la
cloracion del agua.

El resultado después de varios afos fue que las tasas de diarrea descendieron en
los 5 municipios. Aunado a esto, un efecto positivo altamente favorable fueron los
cambios en: “conocimiento”, “practicas domésticas” y “captacion de servicios de
las comunidades” podria representar claramente el impacto que la Promocion
tiene sobre la comunidad para participar directamente de su salud a nivel

comunitario.
1.4 Trabajo gubernamental en el problema de las EDA's.

Organismos internacionales como la OMS, trabajan con sus paises miembros y
con otros asociados, para lograr fomentar politicas para atender el problema de
las enfermedades diarreicas en paises en desarrollo, asi mismo se realizan
investigaciones para desarrollar y probar nuevas estrategias sanitarias en este
ambito, o bien, nuevas intervenciones sanitarias como la vacunacion y la
formacion de profesionales sanitarios, a nivel comunitario para combatir estas
enfermedades (Alberto, 2004).

Las dos causas mas frecuentes de las EDAs en paises en desarrollo son una mala
nutricion y un inadecuado tratamiento de los menores infectados ya sea por

rotavirus o Escherichia coli. En el caso de México, se han establecido estrategias
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para lograr disminuir el nimero de casos y de defunciones. Dichas estrategias
relacionadas a estas enfermedades estan coordinadas por el Sector Salud, entre
ellas se encuentran la promocién y la educacion de la poblacion, asi como también
la capacitaciéon del personal médico, principalmente en el primer nivel de atencién
(WHO, 2013).

1.5 La Promocion de la Salud y la Prevencién de la Enfermedad son
Instrumentos de intervenciéon en la Salud Publica de las Enfermedades
Diarreicas.

En las Conferencias de Promocion de la Salud, el centro de atencion han sido
acciones dictadas y adoptadas por los gobiernos, ya que éstos apuestan a que la
PS y la PE a través de sus estrategias especificas, logren un mejor nivel de salud

de su poblacion.

En el caso de México para la prevencion primaria y la Promocion de la Salud se
han planteado varias estrategias coordinadas desde la Secretaria de Salud
(Secretaria de Salud. 2008), las cuales tratan de incidir en el problema de las

EDAs, algunas de estas acciones incluyen:

a) Intervenciones de la Secretaria de Salud en el suministro y calidad del agua
potable, sanidad e higiene que reducen la morbilidad por enfermedades diarreicas
(Fewtrell, 2004).

b) Campafas de educacion y ensefianza del lavado de manos con jabon, ya que
esto puede reducir el riesgo de enfermedad diarreica en un 42% a 47%, ya que es
bien sabido que el correcto lavado de manos puede evitar el contagio de algunas

enfermedades como es el caso de las EDA’s (Curtis, 2003).

c) Concientizacion por parte de la Secretaria de Salud para que se alimente a los
nifios en los primeros meses de vida exclusivamente por seno materno ya que
experimentan menor morbilidad de infecciones gastrointestinales comparado con

aquellos que son alimentados en forma mixta por 3-4 meses (Kramer, 2001).
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Estas acciones asociadas, tanto a las conductas, como a las politicas publicas,
representan un mejor trabajo desde la PS, ya que su trabajo fundamentalmente
es modificar los determinantes de la salud, entendida ésta, como el bienestar y
una mejor calidad de vida.

No existe un concepto Unico para responder univocamente qué es la PS; y aln los
alcances y limitaciones de esta disciplina, esto representa una controversia en
cuanto a si las intervenciones deben realizarse de manera colectiva o individual,
no obstante la flexibilidad de esta disciplina permite que algunos promotores
generen mecanismos de intervencién en el campo colectivo, mientras que otros de
ellos puedan generar intervenciones personales, dirigidas a lograr cambios

conductuales o “estilos de vida” (Silva, 2011).

Las diferencias en la operacionalizacion entre la PS y la PE permiten establecer
una mayor precision y claridad para el disefio de programas y proyectos en salud.

La diferencia fundamental entre la PS y la PE radica en su objeto de intervencion;
para la PS este objeto es lo “saludable” en tanto que para la PE es la enfermedad
y sus riesgos. Por otro lado la PS esta encaminada a la poblacion, a influir entre
grupos y ambientes, en tanto que la PE se dirige mas al individuo. En cuanto a los
objetivos la PE se divide en tres (primaria, secundaria y terciaria), los cuales
reducen determinantes de riesgos y enfermedades; mientras que en la PS se
actia sobre los determinantes de salud y se crean opciones saludables para que

las poblaciones accedan a ellas.

En la PE las acciones se dirigen a grupos de riesgo y en la PS esta dirigida a la
poblacién en general, a los procesos sociales, culturales y politicos; para que
éstos a su vez influyan sobre la calidad de vida y la salud de los grupos. En la
implementacién la PE usa la medicina preventiva, las practicas clinicas
preventivas y de evidencia clinica y rehabilitacion. En la PS los modelos de
intervencion son socio politicos, ecoldgicos y socio culturales que van dirigidos a la
interacciéon entre los individuos y las comunidades con su ambiente fisico, social,

cultural, econémico y politico.
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El papel del interventor tiene similitudes tanto en la PS como en la PE primaria,
por ejemplo en el disefio de programas amplios e integrales se requiere de nuevos
interventores sociales, politicos y comunitarios. En la PE secundaria se utilizan
pruebas de tamizaje mientras que en la terciaria son procedimientos y manejos
clinicos, en tanto que en la PS los nuevos interventores sociales se dirigen a
generar condiciones para que los individuos y las comunidades desarrollen
capacidad de actuar y tomen decisiones positivas para la salud y su bienestar

colectivo.

Las estrategias que usa la PE secundaria se basan en la discriminacién de los
grupos que tienen una enfermedad de los que no. La terciaria utiliza el manejo
clinico con el tratamiento de las enfermedades, la readaptacion y la rehabilitacion.
Por su parte la PS utiliza estrategias e instrumentos como la informacion, la
educacion y la comunicacion para la salud, el mercadeo social (social marketing),
el fortalecimiento de la participacion comunitaria, el empoderamiento; y la accion
politica para la formulacion e implantacion de politicas publicas saludables
(Restrepo, 2001).

Lo importante es que ambos niveles de intervencion estén conectados, porque no
se pueden concebir herramientas metodologicas dirigidas al individuo para que
cambie su comportamiento sin generar cambios en el colectivo; y que estas a la
larga, no incidan en el marco de las politicas publicas saludables y de los procesos
participativos de elevar el nivel de salud del colectivo.

Existe un error y una confusiéon en decir que la prevencion es lo mismo que la
promocién, aunque en sus bases tedricas es mas facil diferenciarlas que en la
practica. Stachtchenko y Jenicek (1990) desarrollaron un esquema en donde se
encuentran los puntos mas importantes que diferencian a estas dos practicas
[Tabla 4].
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Tabla 4. Diferencias esquematicas entre Promocién de la Salud y Prevencion

de las Enfermedades, tomado de Frenk, 2003.

. PROMOCION DE LA | PREVENCION DE
CATEGORIA SALUD ENFERMEDADES
Concepto de salud Positivo y | Ausencia de

multidimensional enfermedad

. . L Médico, Determinantes
Modelo de intervencion | Participativo, Saludable de riesgo

L Toda la poblacién en su | Principalmente los

Objetivo i )
ambiente total grupos de alto riesgo

Incumbencia Red de asuntos de salud | Patologia especifica
Abordar el tema de

Estrategias salud desde diferentes | Recuperar la salud
disciplinas
Facilitacion y | Direccionador y

Abordajes

capacitacion

persuasivas

Direccionamiento de las
medidas

Ofrecidas a la poblacion

Impuestas a un grupo
objetivo

: . .. | Se enfocan

L Cambios de la situacion S
Objetivos de los S principalmente en
rogramas de los individuos y de su individuos rupos de

prog ambiente y grup
personas
Promotores de la Salud,

Ejecutores de los | ONG's, movimientos | Profesionales de la

programas sociales,  municipales, | salud

regionales y nacionales
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Tanto los abordajes de la promocion y de la prevencion son complementarios y no
deben considerarse excluyentes dentro de la planificacién de programas de salud,
ya que la poblacion se beneficiara de las medidas adecuadas y equilibradamente
propuestas en ambos casos. Ambas pueden resultar efectivas pero debemos
discriminar de acuerdo a las necesidades de la poblacién con la que estemos
trabajando. ¢ Cuando es que se requiera de la prevencion y cuando se requiera de
la Promocion de la Salud para alcanzar un mayor grado de eficacia de los
objetivos particulares?, considerando no abordar desde la Prevencion como si se

estuviera haciendo Promocion de la Salud (Frenk, 2003).
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2. Epidemiologia y Vigilancia Epidemiol6égica de las Enfermedades
Diarreicas causadas por Enteropatdégenos.

2.1 Epidemiologia de las Enfermedades Diarreicas.

Durante millones de afios el ser humano y los microorganismos han
coevolucionado. La historia demuestra una confluencia de diferentes
enfermedades infecciosas en las principales civilizaciones, tal vez, es por eso que
actualmente, se acepta que los cambios globales influyen en el rango y la
incidencia de las enfermedades infecciosas; y se destaca el papel de las
condiciones politicas, econdmicas y sociales sobre el patron de éstas (Torres,
2001).

Los avances cientificos de finales del siglo XIX y principios del siglo XX dieron
como resultado la prevencion y el control de muchas enfermedades infecciosas,
principalmente en los paises desarrollados; sin embargo, a pesar de las mejoras
en la salud, contindan apareciendo brotes de enfermedades infecciosas y
emergen nuevas infecciones. El panorama sanitario en los paises en vias de
desarrollo ha estado dominado por la prevalencia de las enfermedades
transmisibles, las cuales representan una carga pesada de morbi-mortalidad para

muchos paises (Weissenbacher, 1998).

Estas brechas sanitarias, que se han venido agrandando desde hace algunas
décadas, pueden obedecer a comportamientos de alto riesgo como fallas en los
sistemas de Vigilancia Epidemioldgica, paralizacion de los sistemas de
abastecimiento de agua y saneamiento, acercamiento de la fauna silvestre a los

asentamientos humanos por la deforestacion, entre otros.

La diarrea es frecuente en paises en vias de desarrollo y hablando en cuestion de
mortalidad para la OMS es la tercera causa de muerte, esta solo por debajo de las
infecciones agudas del tracto respiratorio inferior, que es la primera causa y del

VIH-SIDA que esta en segundo lugar.
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En cuanto al periodo estacional se puede mencionar que la mayor incidencia de
gastroenteritis virica se da durante el otofio-invierno con una clara incidencia de
los rotavirus; mientras que las bacterias afectan preferentemente en la temporada

de primavera-verano (Cortez, 2011).

En 2004, en todo el mundo las enfermedades diarreicas fueron la tercer causa de
muerte en paises de ingresos bajos, donde ocasionaron el 6.9% de los
fallecimientos; de los 1.5 millones de nifios que fallecieron, el 80% tenian menos
de dos afios (OMS, 2012).

En Latinoamérica la mortalidad en el primer afio de vida es de hasta 50 por cada
1000 nacidos vivos. En México, es de 363 por cada 100,000 nacidos vivos y en el
grupo de 1 a 4 afios es de 49 por cada 100,000, siendo en este ultimo segmento
de edad la principal causa de defuncion al afio (Secretaria de Salud, 2013).

De acuerdo con la Secretaria de Salud los estados de la Republica Mexicana que
presentan mayores casos de incidencia en enfermedades gastrointestinales son:
Chiapas, Guanajuato, Veracruz, Puebla y el Distrito Federal, los datos de los
principales institutos de salud refieren que estas enfermedades siguen siendo un
grave problema de Salud Publica al que se le debe de dar la atencién debida
(Secretaria de Salud, 2013).

Puntualmente en nuestro pais podemos encontrar que en las enfermedades
diarreicas agudas se observa un incremento de la tasa de incidencia que se ha
presentado entre 1990 y 2010, (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica,

2011) debido a la mejora en la identificacion de los casos [Tabla 5].
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Tabla 5. Evoluciéon de los casos nuevos en México notificados de las EDA’s
entre 1980 y 2010 tomada de Secretaria de Salud 2011

Ano Casos Tasa Y
1980 1152702 171646
1981 1 e97 805 246595
1982 2010635 285020
1983 2243 821 310623
1984 2412 309 3262132
1985 2 F15 Z244 3 590.79
1986 2401 468 210677
1987 Z 590 247 3 Z280.75
1988 Z2 473 0556 307021
1l9ae = 708 o500 A51Z96
1990 A Z546 042 5 068.47
1991 4 F0O0 348 5490Z13
1992 4666 074 5351932
1993 4948172 5 575.28
1994 A4 311 669 4 TT6.64
1995 5866 Z61 65 39552
1995 & 275 269 & 73828
1997 T Oo4ao o048 F451.5Z
1998 F61L1L 170 F 94567
1999 T 258 Z68 FAaAF3I o0
2000 &6 891 0&3 T O3 T
2001 & 208 456 & 22816
2002 5831 &30 & FFO0.05
2003 & Z59 077 5 13638
2004 5951 869 577841
2005 5212952 S 6844
2006 5 765 081 5490714
2007 S 532 670 5 Z30.77
2008 5564956 521637
2009 5 564 8241 517416
2010 5 706 232 5 Zoaza

1/ Tasas de incidencia por 100 000 habitantes.

Ahora bien, existen diferentes determinantes que predisponen a las poblaciones
menos protegidas a padecer enfermedades diarreicas, como lo son: el bajo nivel
socioeconémico, bajo peso de los menores de cinco afios al nacer, educacion
deficiente, inmunodeficiencia, desnutricion, falta de alimentacion al seno materno,
hacinamiento, deficiente sanidad, no disponibilidad al agua potable y manejo
inadecuado de los alimentos (Mota, 2000). Estos determinantes podrian ser
estudiados por la Promocion de la Salud gracias a su enfoque multidisciplinario ya
gue esta disciplina no solo se encarga de estudiar un problema especifico sino
gue permite identificar las multiples dimensiones del problema para darle una

mejor solucion a partir de la realizacion de un diagndstico comunitario.

En cuanto a México los datos que se tienen de nuevos casos de EDA’s, en las

diferentes entidades federativas en el periodo de 2000 a 2010 se observa una
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variabilidad de los casos y una tasa de incidencia a nivel nacional y por entidad
federativa.

Las entidades que presentaron una reduccion de EDA’s por arriba del 40% fueron:
Baja California, Baja California Sur, Morelos y especialmente Yucatén con el 50%.
Caso contrario al de Aguascalientes y Oaxaca donde los casos aumentaron
(Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2011) [Tabla 6] [Figura 1]

Tabla 6. Casos nuevos de Enfermedad Diarreica Aguda segun Entidad
Federativa, México 2000-2010 tomado de Secretaria de Salud 2011

Ano 2000 2005 2010
Entidad Casos Tasa ' Casos Tasa '/ Casos Tasa '’
E.u.m 6891063 70004 S912952 S6884 S 706232 S264.2
Aguascalientes 75317 77831 sz 1s8 76325 118 248 101999
Baj= Califomia 1431 30a soizs 117097 aias.7 11309a 3aveso
Baja California Sur aseo13 10727.2 23538 65822 33 31s s7s20
Campeche so 001 o9o7aso ss875 73618 60228 7asoo
Coahuila zi1o017a s9690 151 897 sO38.6 10761 6&807.8
Colima 39 326 7ase.O 33 895 sS949.3 as 96 7509.2
Chiapas 232 866 s79os.5 251 291 sS827.6 23a 2as si1aaa
Chihuahua 234 cos 77011 issooa s7iia 2za 400 o©557.5
Distrito Federal 620416 71336 ass 571 S5167.9 383301 Aa332.7
Durango 127 892 ses2.1 1zs 007 83990 1zoaas 774231
Guanajuato 291 692 si30.s 2za9 746 SOSS5.0 z2zo933 azs00
Guerrero 3zo 882 10saso0 222 3as 7oa7.a zisosa 68907
Hidalgo 1a3 819 63021 12231311 sS1S539 1176321 as33.7
salisco =87 093 sozs.=s 273176 SsSO01.9 3aocoisa asii=
Meéxico 667 763 si1s86.9 665 577 azas.a 623600 alases
Michoacan 263 055 6&508.2 189 790 azza.7 1o os1 soao.=
Morelos 1saoas 100521 101 362 62536 osasse s7isO0
MNayarit ©3 96a 1002s.4a oz s81 96394 27121 =S9639
Nuevo Ledn 283 sos 72847 zas 109 s876.6 2sa 313 ssas.s
Oaxaca 214 309 6097.6 237 887 66949 2a6 sa9 69477
Puebla 300 ss8s sozs.a 2a0 239 asos.a 239315 aioaa
Querétaro 100 4a0a 6&936.7 ©3 314 s839.1 81 93a as7oa
Quintana Roo 69 3a7 7663.3 69 199 s1z0.3 75 639 sssas
San Luis Potosi 152 28a 6a913 129 728 sS326.5 1z6s00 sSO73a
sinaloa 2a3 898 94383 za6 662 9370.7 186101 70069
Sonora 1s0s1a 7O92.6 130371 s402.7 1as 0as s766.5
Tabasco 177077 91693 isa 230 91827 171743 =s33as
Tamaulipas 23as8a7 s83so.a i18s 664 ©611S5.6 168906 sS=228.8
Tlaxcala 7o 699 7ie3.8 65 892 6137.9 saz3se az7309
Veracruz azs ass 6097sS 332418 ascise.z 311 392 azes.s
Yucatan 22313113 130437 139 288 76249 1zas90 6&acze
Zacatecas 103 385 7s509.sS 88 640 saocas 103 oss 7sa6.2

1/ Tasas de incidencia por 100 000 habitantes.

Habria que evaluar en los Estados donde los casos han disminuido, si las
acciones planteadas por el Estado, se estan llevando a cabo de buena maneray si
es qué existe contribuciones realizadas por la PS. Sin embargo, las EDAs siguen
siendo un grave problema si consideramos que su erradicacion es practicamente
imposible debido a los determinantes mdaltiples que la conforman y a la

reemergencia de patdgenos.
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Figura 1. Tasa de incidencia por EDA en las Entidades Federativas
2000y 2010 tomado de Secretaria de Salud 2011
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Las defunciones por EDA para el 2010, fueron un total de 3 165 muertes, con una
tasa de mortalidad de 2.9 fallecidos por estas enfermedades por cada 100 000
habitantes. Los grupos de edad mayormente afectados son los que se encuentran
en los extremos de la vida, principalmente, los menores de 1 afio de edad con 585
defunciones y una tasa de mortalidad por EDA de 30.8 por 100 000 habitantes,
mientras que los mayores de 65 afios fue de 1612 defunciones y una tasa de
mortalidad de 25.14 [Figura 2].
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Figura 2. Mortalidad por EDA’s segun grupo de edad y sexo,
México 2010 tomado de Secretaria de Salud 2011
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1/ Por 100 000 habitantes.

Es indudable que la poblacion mundial continuard su crecimiento, los
microorganismos experimentando mutaciones y la tecnologia y el conocimiento
evolucionando. Las perspectivas para el siglo XXI dependeran de la capacidad
existente de generar, integrar, diseminar y aplicar ese conocimiento. Es de sefalar
gue la capacidad mundial de monitorear estos problemas ha sido bastante
deficiente y cada vez se dispone menos de una adecuada coordinacién para
detectar y contener los problemas que acechan en la mayoria de los paises en

desarrollo y aun en los paises industrializados (Weissenbacher, 1998).

2.2 Vigilancia Epidemiolégica en la Salud Publica y la Promocion de la
Salud.

La vigilancia en la SP es la recopilacion continua y sistematica de informacion, su
analisis e interpretacion son después divulgados a aquellas personas o instancias
a cargo de prevenir enfermedades y otras condiciones de salud. La informacién
permite a los responsables de la toma de decisiones poder responder rapidamente

a las necesidades de la poblacion en cuanto a su salud (Nsubuga, 2008).

A pesar de que existen herramientas para evitar las epidemias, el compromiso

politico y el apoyo econdmico son también necesarios para asegurarnos de que
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todos los paises tengan sistemas en funcionamiento para detectar, analizar y
responder a un brote epidémico. Existen diferentes estrategias de la vigilancia en
SP y las caracteristicas se resumen a continuacion [Tabla 7].

Tabla 7. Estrategias de la Vigilancia Epidemiolégica en Salud Publica tomada
de OMS, 2008.

Establecimiento de laboratorios en
areas seleccionadas, que reportan
todos los casos que existen sobre una
cierta condiciéon por tanto ofreciendo

_ o _ _ tendencias que pueden afectar al total
Sistemas de vigilancia centinela de la poblacion.

Reportar muestras es una buena
forma de utilizar recursos limitados
para vigilar posibles problemas de
salud.

Se pueden utlizar para vigilar
enfermedades si las encuestas son
consistentes y se repiten
Encuestas de hogares periodicamente. Las encuestas estan
basadas en la poblacion, es decir,
incluyen encuestas demograficas y de
salud.

Se utiliza para detectar y vigilar las
enfermedades infecciosas, el uso de
Vigilancia con base en |los un laboratorio central para identificar
laboratorios por ejemplo, el tipo especifico de una
bacteria permite detectar los brotes de
enfermedades mas rapidamente.

Relnen datos de establecimientos de
salud y laboratorios en sistemas
disefiados para vigilar las
enfermedades transmisibles.

Vigilancia y respuesta a

Enfermedades
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2.3 Vigilancia Epidemioldgica de las Enfermedades Diarreicas.

La Vigilancia Epidemioldgica es un método observacional basado en un registro
continuo para el seguimiento del estatus sanitario o de determinantes de riesgo en
una poblacién definida y particularmente sirve para detectar la aparicion de
procesos patolégicos y estudiar su evolucion en el tiempo y en el espacio (con
vistas a adoptar medidas de control apropiadas) (Andersson, 2011).

El primer paso para controlar las enfermedades transmisibles y reconocer la
aparicion de nuevas enfermedades infecciosas corresponde a la deteccion e
identificacion inmediata. Para ello es esencial contar con un sistema organizado
de vigilancia de las enfermedades prevalentes, conocidas y diagnosticadas, de las
nuevas y las desconocidas (idem). Desde este punto, la vigilancia es la
observacion, reconocimiento e informacién, en cuanto una enfermedad, que afecte
a humanos, sino también en animales y plantas esto puede abarcar enfermedades

causadas por bacterias, hongos, virus, protistas y helmintos.

Dentro de los objetivos principales de la vigilancia podemos destacar los

siguientes (Weissenbacher, 1998).

a) Detectar precozmente la aparicion de una enfermedad exdética o una
enfermedad nueva en una region, prevalente, persistentes y endémicas.

b) Capacitar para jerarquizar la importancia (econémica o sanitaria) de las
diferentes enfermedades presentes en una poblacion.

c) Determinar la verdadera importancia-extension de una enfermedad
(incidencia, prevalencia, pérdidas econémicas) y seguir su curso.

d) Evaluar los resultados de programas de control.

e) Sugerir lineas de investigacion.

La Vigilancia Epidemiolégica tiene diversas funciones tanto centrales como de
apoyo [Tabla 8] que en conjunto deberian lograr evitar que estos patdgenos
(emergentes, reemergentes, endémicos) causen grandes estragos en el nivel de
salud de las poblaciones (OMS. 2007).
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Tabla 8. Funciones de la Vigilancia Epidemiolégica.

Funciones centrales Funciones de apoyo

Deteccién de casos Establecer instrumentos
estandarizados de notificacion

Reporte Entrenar y supervisar los recursos
humanos

Investigacion y confirmacion Crear redes de laboratorio para el
diagndstico oportuno

Analisis e interpretacion Organizar las vias de comunicacion
para facilitar el flujo de informacién

Control- Respuesta oportuna Manejo de recursos

Politicas Garantizar una adecuada

coordinacion e integracion  del
Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (que evite afectar: el
funcionamiento del sistema, costo del
sistema y sustentabilidad del sistema)

Retroalimentacion

* Tomada de OMS, 2007

En México, a través de la Secretaria de Salud, la Vigilancia Epidemioldgica es
utilizada en el campo de las enfermedades infecciosas, permite identificar de
manera oportuna los potenciales riesgos a la salud y emite alertas para el
establecimiento de medidas de prevencion y control. Asi, para el caso de la
Enfermedad Diarreica Aguda (EDA), que esta considerada dentro del Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), se establece como estrategia
complementaria el Nucleo Trazador de Vigilancia Epidemiolégica (NuTraVE), para
fortalecer la notificacion oportuna de los casos con informacién de alta calidad,
donde se asegura la toma de muestras y un diagnostico etiolégico de la
enfermedad, lo que permite el establecimiento de medidas de mitigacién de forma

oportuna.
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La manera de operar del NuTraVE esta coordinada por la Direccion General de
Epidemiologia a nivel federal y por el area de Epidemiologia de la Secretaria de
Salud en el nivel Estatal, con el apoyo del Comité Estatal de Vigilancia
Epidemiologica (CEVE); y la Epidemiologia Jurisdiccional opera a través de
unidades de atencion médica y laboratorios locales.

Para operar la Vigilancia Epidemioldgica de la EDA se toman en cuenta los
siguientes casos:

Caso de EDA: Paciente de cualquier edad que presente cinco 0 mas
evacuaciones diarreicas en menos de 24 horas durante no mas de cinco dias con
o0 sin datos de deshidratacion.

Caso de EDA Moderada: Paciente de cualquier edad que presente cuadro
diarreico con cinco 0 mas evacuaciones en menos de 24 horas, cuya evolucion
sea menor a cinco dias y que presente datos de deshidratacion moderada.

Caso de EDA Grave: Paciente de cualquier edad que presente cuadro diarreico
con cinco 0 mas evacuaciones en menos de 24 horas, cuya evolucion sea menor
a cinco dias y que tenga dos o0 mas de los siguientes sintomas: vomito (mas de
cinco en 24 horas), cuadro disentérico, temperatura mayor a 38°C, datos de

deshidratacion moderada a grave.

El muestreo para los casos de EDA en situaciones de no brote (monitoreo
permanente) se realiza en las unidades hospitalarias, las cuales toman muestras a
la totalidad de las diarreas moderas y graves. En situaciones de brote ademas del
muestreo de las formas moderadas y graves en las unidades hospitalarias, se
toma muestra al 30 % de los casos de EDA en unidades del primer nivel de
atencion que conformen el NuTraVE, concluido el brote se acabara el muestreo de

los casos en las unidades de primer nivel.

Los laboratorios locales (ubicados en centros de salud, hospitales y/o cabeceras
jurisdiccionales) procesan las muestras siempre y cuando tengan capacidad
instalada para realizarlo; de no ser asi, remitirdn las muestras o cepas que no

puedan identificar al Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP). Si el nivel local
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no cuenta con capacidad instalada, entonces debe remitir las muestras al
laboratorio del nivel inmediato superior, segun corresponda (SINAVE, 2011).

Existen diferentes instituciones, sistemas y redes encargadas de monitorear
patdgenos emergentes, endémicos y reemergentes que se presenten y que estos
puedan afectar al ser humano, entre ellos se encuentran el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), Sistema Unico de Informacion para la
Vigilancia Epidemiolégica (SUIVE), Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y
Control de Enfermedades (CENAVECE-UIES), Centro Estatal de Vigilancia
Epidemiolégica y Control de Enfermedades (CEVECE), Centro Nacional para
Enfermedades Infecciosas (NCDI por sus siglas en inglés); y la Red Iberoamericana

de Vigilancia Epidemiolégica (RIVE).
2.4 Sistemas de Vigilancia Epidemioldgica.

Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE).

(www.secretariadesalud/SINAVE.gob.mx)

El SINAVE es el conjunto de estrategias y acciones epidemioldgicas en México
gue permiten la produccidén de informacion epidemioldgica util para la SP, este
sistema se alimenta de informacion proveniente de todo el pais y de todas las

instituciones del Sistema Nacional de Salud (SNA).

La informacién generada por el SINAVE fluye desde diferentes unidades de
atencion de la salud en todo el pais, hacia la Direccion General de Epidemiologia
(DGE), 6rgano normativo federal del SINAVE. Los responsables de la Vigilancia
Epidemiolégica a nivel jurisdiccion, estatal y federal verifican la informacion
siguiendo lineamientos generales que son acordados por todas las instituciones
del sector en 6rganos colegiados coordinadores y normativos de estos tres niveles

administrativos.
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Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiologica (SUIVE).
(www.SUIVE.gob.mx)

La informacion de la Vigilancia Epidemioldgica en México se integra en el Sistema
Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE). Actualmente el
SUIVE se enfoca a 114 enfermedades consideradas como las mas relevantes del
estado de salud de la poblacién nacional. La informacion contenida en el SUIVE
incluye la notificacion de dafios a la salud y los resultados de pruebas de tamizaje

y diagnastico por laboratorio.

Su criterio de operacioén, formas de coleccion de informacién y procedimientos de
vigilancia son homogéneos en las distintas instituciones del sector y en todo el
pais. Esta homogeneidad facilita la comparacion de la informacion obtenida y

aumenta su utilidad para la planeacién y evaluacion de intervenciones de Salud.

CENAVECE- UIES. (www.CENAVECE.gob.mx)

Es el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiologica y Control de Enfermedades, el
cual es un érgano descentralizado de la Secretaria de Salud, de esté centro se
desprende la Unidad de Inteligencia para Emergencias en Salud (UIES), la cual
sirve de monitoreo para cualquier evento o contingencia relacionada con la salud
de los mexicanos, estd unidad revisa tanto la informacion nacional como la
internacional para tener wuna pronta respuesta ante una emergencia

epidemioldgica.

Desde su creacion en Febrero del 2007 se le considerd un centro de atencion
temprano capaz de dirigir acciones de atencion primaria, preventivas y de control
segun sea la naturaleza del evento. Estas acciones atienden claramente las

recomendaciones para la PS en la conferencia de Alma-Atta.

Cuenta con una area de monitoreo por medio de televisiéon, radio e internet,
estaciones de trabajo, centro de atencion telefénica en Salud, aulas de

ensefianza, sala de prensa, seguimiento de acciones en Salud y sala de situacion.
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Centro Estatal de Vigilancia Epidemiolégica y Control de Enfermedades
(CEVECE).(www.secretariadesaluddelestadodemexico/CEVECE.gob.mx)

De acuerdo a informacién de la pagina de la Secretaria de Salud del Estado de
México, el 12 de octubre de 2009 se crea el Centro Estatal de Vigilancia
Epidemioldgica y Control de Enfermedades como érgano desconcentrado de la
Secretaria de Salud estatal, con autonomia técnica para el ejercicio de sus
atribuciones, cuyo objetivo es analizar e interpretar informacién sobre las
enfermedades y el perfil epidemiolégico en la entidad, asi como de proponer
proyectos, estrategias y lineamientos para la formulacion, ejecucién y evaluacion

de las acciones y programas de Salud Publica.

Centro Nacional para Enfermedades Infecciosas (NCDI). (www.cdc.gov/)

Los centros para el control y prevencion de enfermedades en los Estados Unidos,
CDC por sus siglas en inglés a través del Centro Nacional para Enfermedades
Infecciosas (NCDI por sus siglas en inglés) en sus oficinas centrales en Atlanta

desarrollan varios programas de vigilancia de muy diversas enfermedades.

Red Iberoamericana de Vigilancia Epidemiolégica (RIVE) (Manual de la RIVE.
2014)

En Agosto del 2009, el Gobierno del Distrito Federal a través del extinto Instituto
de Ciencia y Tecnologia, creo la Red Iberoamericana de Vigilancia Epidemioldgica

para el Control de Enfermedades Infecciosas Emergentes y Re emergentes

Su propdsito era identificar los nuevos subtipos patogénicos, detectar las fuentes
de infeccion e interrumpir el flujo de transmision de los mismos, lo que permitiria
diagnosticar, prevenir o erradicar cualquier brote infeccioso de origen
comunitario o proveniente de centros hospitalarios y asistenciales; crear nuevos y

mas eficientes métodos de diagnostico de patdgenos.

Uno de los proyectos pertenecientes a esta RED se desarroll6 en el CDE-DF, el
cual estuvo integrado por cinco laboratorios de bioseguridad BSL-2, en los cuales

se podria realizar diagnosticos oportuno del virus de la influenza humana A HIN1,
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investigaciones para el desarrollo de vacunas, asi como la experimentacién con

métodos de diagnostico molecular para la deteccion de nuevas variantes o
mutaciones de diferentes patdgenos.
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3. Enterobacterias.

Las enterobacterias tienen una gran importancia en el campo de estudio de la
Salud Publica, esto se debe a la relacion que tienen con las epidemias humanas
gue se han presentado a lo largo de la historia de la humanidad (Mata, 1978).

Las enterobacterias son una familia que han estado en la tierra y convivido con el
ser humano, pero el problema clinico con ellas se presenta cuando éstas
producen diarreas que van desde cuadros clinicos o autolimitados hasta
complicaciones graves como la muerte si el paciente no recibe una atencion
adecuada. Esta atencidn inicia desde el propio diagnéstico que identifique por cual
tipo de enterobacterias es que se esta infectado, hasta el tratamiento que se le
deba dar a la persona. Estas acciones no estan alejadas del trabajo de la SP y por
ende del quehacer del PS ya que todo esto esta finalmente enfocado a tratar de
recobrar un 6ptimo nivel de Salud de la persona (Duguid, 1978).

Ahora bien, para el promotor de salud no solo es importante conocer el problema
de las diarreas en un contexto general e identificar su causa desde un contexto
social, sino que es importante conocer al agente causal para que pueda tener un
mejor abordaje de la enfermedad y pueda entonces proponer acciones realmente
incluyentes al mencionado problema, por lo que a continuacion se describen
algunos conceptos generales de las enterobacterias y sus representantes

patdégenos mas relevantes en cuanto a causantes de diarrea se refiere.
3.1 Enterobacterias.

Las enterobacterias forman una amplia familia de bacterias Gram negativas son
méviles por flagelos, no esporuladas, anaerdbios facultativos, producen acido a

partir de glucosa, reducen el nitrato y dan negativo a la prueba de oxidasa.

La estructura antigénica de la superficie bacteriana esta formada por tres clases
de antigenos: somaticos o antigenos O, flagelares o antigenos H y capsulares o

antigenos K.
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La familia Enterobacteriaceae comprende numerosos geéneros, destacan los
géneros Escherichia, Shigella, Salmonella, Yersinia debido a que colonizan las
diferentes mucosas del ser humano, en especial las del aparato gastrointestinal y

urinario.
3.2 Escherichia coli (ETEC, EHEC, EIEC, EPEC, EAEC, DAEC).

Un género que destaca entre estas enterobacterias es Escherichia, esta
constituido por cuatro especies: Escherichia coli, Escherichia blattae, Escherichia
fergusonii y Escherichia vulneris las cuales son reductoras de nitratos, catalasa
positiva y oxidasa negativa y en su mayoria fermentadoras de la lactosa (Saenz,
2005).

E. coli coloniza el intestino del ser humano pocas horas después del nacimiento y
se le considera biota normal. La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas,
pero existen cepas que pueden causar dafio produciendo cuadros clinicos
variados entre los que destacan las enfermedades gastrointestinales. Entre éstas
se encuentran la diarrea del viajero y la diarrea hemorragica, que a veces puede
causar insuficiencia renal o incluso la muerte. La enfermedad se puede adquirir al
consumir alimentos contaminados por E. coli y al beber agua contaminada con
desechos fecales humanos. Para evitar la intoxicacion por alimentos y prevenir
infecciones, se recomienda manipular la comida con seguridad ya que cocinar
bien las carnes y lavar las frutas y verduras antes de comerlas se reduce
considerablemente una posible infeccion, ademas, se debe evitar consumir la

leche y los jugos sin pasteurizar (Ramos, 1987).

De acuerdo a diversas investigaciones se sabe que la presencia de E. coli es
mayor durante los meses himedos y calurosos y que afecta principalmente a
nifilos menores de cinco afios. Cuando se encuentra presente como patdégeno en
un cuadro por diarrea se le debe de dar la importancia debida y no solo

considerarla como una bacteria de biota normal.

Debido a que la mayoria de cepas encontradas en heces no son patdgenas, la

identificacion definitiva de E. coli diarreogénica depende no solamente del
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primoaislamiento, sino también de las diferenciacion adicional de los distintos
grupos ya que en la actualidad no existen pruebas bioquimicas capaces de
diferenciar estos grupos (Rodriguez, 2002).

Se han descrito seis subtipos de E. coli que pueden causar diarreas y cuya
patogenicidad se ha caracterizado por los determinantes de virulencia que la
bacteria emplea en su relacibn hospedero-parasito. Los seis subtipos
comprenden: E.coli Enterotoxigénica (ETEC), E.coli Enterohemorragica (EHEC),
E.coli Enteroinvasiva (EIEC), E.coli Enteropatégena (EPEC), E.coli
Enteroagregativa (EAEC) y E.coli de Adherencia Difusa (DAEC).

Para determinar el grupo patégeno al que pertenece, Kauffman desarrollé un
esquema de serotipificacion, el cual tiene 176 antigenos somaticos (O), 112
flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable del
serogrupo; en tanto que la determinacion del antigeno somatico y flagelar (H: O)
indican el serotipo (Rodriguez, 2002).

En la serotipificacion se realizan ensayos in vitro como el de adherencia en
células Hep-2; ensayos de toxigenicidad; ligada a la prueba de Sereny; ensayos
inmunoldgicos y pruebas de biologia molecular para identificar los determinantes

de virulencia del grupo de E.coli.
E. coli Enterotoxigénica (ETEC).

Estas bacterias colonizan el intestino delgado por medio de fimbrias los cuales son
apéndices en forma de vellosidades los cuales le permiten adherirse a la superficie
de otras células, tienen formas denominadas factor antigénico de colonizacion (o
CFA por sus siglas en inglés: Colonization Factor Antigen). El principal mecanismo
de patogenicidad es la sintesis de dos enterotoxinas llamadas: toxina termolabil
(LT) y toxina termoestable (ST) que aumentan el nivel intracelular de AMPciclico
(cAMP) y de cGMP de las membranas de las células intestinales, provocando la

pérdida de agua e iones del organismo (Arteaga, 2009).
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La frecuencia de encontrar este grupo patdégeno en nifios menores de seis meses
y con diarrea va de 10 a 30%, mientras que en nifios en edad escolar y en adultos
el patégeno puede tener caracteristicas asintomaticas.

La enfermedad puede tener un periodo de incubacién de 14 a 50 horas y el cuadro
clinico se caracteriza por diarrea aguda generalmente sin sangre, sin moco, sin

pus y en pocos casos se presenta fiebre y vomito (Flores, 2008).

Su principal fuente de infeccion es la contaminacion fecal del agua y los alimentos,
su dosis infectiva es de 10® UFC (unidades formadoras de colonias).

E. coli Enterohemorragica (EHEC).

La citotoxina STX (toxina shiga) es uno de los principales determinantes de
virulencia, ya que actua a nivel de sintesis de proteinas uniéndose a la subunidad
60S de los ribosomas de las células intestinales o renales del hospedero. Se han
encontrado variantes de STX, STX1 y STX2, ambas son inmunolégicamente

diferentes y existen bacterias que pueden sintetizar una de las toxinas o ambas.

Otros determinantes de virulencia son el fenomeno de adherencia y esfacelacion
(A/E) el cual se debe a la alteracion del citoesqueleto en el sitio de la union de la
bacteria debido al aumento de los niveles de calcio intracelular y de proteina C.
Presentan el gen cromosomal eae que codifica para la proteina de membrana
externa (OMP), llamada intimina y un plasmido p0157 implicado en la expresion de
una fimbria de adherencia, éste plasmido porta ademas el operén que codifica una
toxina RTX, designada enterohemolisina de EHEC (E-hly) que codifica para la
enterohemolisina, responsable de la union intima de la bacteria al enterocito y la

desorganizacion de las microvellosidades con produccion de la lesion AE.

La diarrea causada por este subtipo se caracteriza por un dolor abdominal, diarrea
acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, dafio renal agudo, anemia hemolitica,
después de 1 o 2 dias la diarrea se torna sanguinolenta y se intensifica el dolor

abdominal con duracién de 4 a 10 dias.
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Este grupo patégeno coloniza tanto a niflos como a adultos y se puede adquirir
principalmente por comer carne cruda o mal cocida (Heymann, 2007).

E. coli enteroinvasiva (EIEC).

La EIEC invade el epitelio del colon; el primer paso es la adherencia de la bacteria
a las vellosidades de la mucosa, requiere de mucinasa y adhesinas para después
entrar por endocitosis a la célula. Los genes necesarios para la invasién se
encuentran en un plasmido de 140 Kb llamado pinv el cual codifica para proteinas
como la Ipa que permite la fijacion e invasion de las vellosidades de la mucosa ya
gue estas proteinas hacen que se ondulen las membranas de las células lo que
permite que las bacterias sean engullidas y lisen las vacuolas para replicarse en el
citoplasma de la célula anfitriona.

Los sintomas son diarrea acuosa con sangre y moco. La transmision puede ser de
persona a persona, por ingestion de alimentos y agua contaminados

convirtiéndose en un patdogeno importante en nifios mayores de seis meses.
E. coli enteropatégena (EPEC).

La adherencia es el principal factor de virulencia de este subtipo. Implica un
mecanismo mediante el cual hay una interaccion entre la bacteria y la membrana
de las células del epitelio intestinal, seguida de la destruccion de las
microvellosidades otros determinante de la patogenicidad de EPEC es el

esfacelamiento o A/E.

La adherencia esta medida por fimbrias rizadas llamadas BFP (bundle-forming
pilus, bfp) cuya informacion genética esta codificada en un plasmido llamado EAF
(factor de adherencia de EPEC) de 50 a 70 Kpb. En la adherencia se necesita la
sintesis de una proteina llamada intimina la cual es codificada por el gen

cromosomal eae y que sirve como sefal en A/E (Rodriguez, 2002).

Las EPEC afectan principalmente a nifios menores de seis meses y a los dos afios
de edad, aunque también se le puede encontrar en adultos enfermos, siendo la

diabetes un factor predisponente para localizarla. La forma de transmision es
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fecal-oral por manos contaminadas por los manipuladores de alimentoso

autoinfeccion.
E. coli enteroagregativa (EAEC).

Los determinantes de patogenicidad en E. coli son variados, se ha demostrado
que la adherencia a las células Hep-2 y la hemaglutinacién de eritrocitos humanos
se debe a la presencia de una fimbria o adhesina flexible llamada fimbria | de
adherencia agregativa (AAF/I), codificada por el gen aggA que se encuentra en un
plasmido de 60 Kpb. También se ha descrito la fimbria AAF/Il inmunolégicamente
diferente a AAF/I y que esta codificada por el gene aafA; sin embargo, no todas las
EAEC presentan estas fimbrias.

El sitio blanco de dafio de EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y
delgado con un periodo de incubacién de menos de 8 horas y puede durar hasta
18 o 20 dias, en nifios se manifiesta con diarrea liquida persistente y liquida de

color verde con moco sin sangre.

El diagnostico se hace mediante la observacion de la adherencia agregativa en
células Hep-2 de cultivos bacterianos, aunque existen otras pruebas bioquimicas
gue pueden detectar ciertos grupos de bacterias, los cuales son abordados mas a

detalle en el Anexo.
E.coli de adherencia difusa (DAEC).

Se ha caracterizado una fimbria de superficie conocida como F1845 involucrada
en el fenomeno de adherencia difusa, las cepas DAEC tienen la capacidad de
inducir la formacién de estructuras protuberantes en el cuerpo colonizado, las

cuales le dan proteccién a la bacteria.

DAEC se puede aislar tanto en personas sanas como con diarrea, afecta
principalmente a nifios de 4 a 5 afios; los principales sintomas son diarrea acuosa

sin sangre y sin leucocitos.
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La caracterizacion y clasificacién de cepas patdgenas de E. coli se puede hacer
por: método tradicional, métodos in vivo e in vitro, también mediante métodos de
biologia molecular como la hibridacion con sondas derivadas de un fragmento del
gen daaC, que codifica para la fimbria F-1845, estos uUltimos representan una de
las herramientas de diagnostico mas recientes (Rodriguez, 2002).

A continuacion se presenta una tabla donde se concentran los 6 subtipos de E.
coli con sus respectivos determinantes de virulencia [Tabla 9].

Tabla 9. Subtipos de E. coli y determinantes de virulencia correspondientes.

PRINCIPALES
NOMBRE ABREVIATURA DETERMINANTES DE
VIRULENCIA

A/E BFP
PLASMIDO EAF DE 50-

ENTEROPATOGENA EPEC -0 MDa

ENTEROTOXIGENICA | ETEC STyLT

IN\{ASIVIDAD
ENTEROINVASIVA EIEC PLASMIDO DE 140
MDa

STX
AJE
ENTEROHEMORRAGICA | EHEC INTIMINA
p0157

FIMBRIA AAFL1 Y Il
EASTI
ENTEROAGREGATIVA | EAEC OMP

PLASMIDO de 60 MDa

ADHERENTE DIFUSA DAEC FIMBRIA F1845

*Tomada de Arteaga, 2009
3.3 Salmonella (S. typhi y S. tyiphimurium).

Las enterobacterias pertenecientes al género Salmonella, utilizan citrato como
Unica fuente de carbono y poseen metabolismo de tipo oxidativo, reducen el nitrato

y fermentan la glucosa pero no la lactosa.
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Salmonella enterica subespecie entérica representa 99% de los serotipos aislados,
siendo estos Ultimos determinados por los antigenos somaticos (O), flagelares (H)
y capsulares o de superficie (Vi). Es asi como se describen mas de 2500 serotipos
o serovares de este género (Méndez, 2011).

Una caracteristica esencial de la patogenicidad de Salmonella es su habilidad de
engafar a la célula hospedera en una interaccién bioquimica denominada de dos
vias o conversacion cruzada, lo cual conduce a la respuesta tanto de la bacteria

como de la célula hospedera.

Salmonella responde a la presencia de la célula hospedera por activacion de un
sistema especializado de secrecion de proteinas llamado Tipo Il o dependiente de
contacto. Este sistema permite a ciertos bacilos Gram negativos secretar e
inyectar proteinas de patogenicidad en el citosol de la célula hospedera
eucariotica. Las proteinas inyectadas frecuentemente reensamblan determinantes
eucarioticos con funcionamiento de transduccion de sefiales y son capaces de

interferir con vias de sefializacion de la célula hospedera (Ramos, 2000).

En el caso de Salmonella, la redireccion de sefiales celulares de transduccion
resulta en la reorganizacion del citoesqueleto de la célula hospedera,
estableciendo nichos subcelulares para la colonizacion bacteriana y facilitando una
estrategia patogénica altamente adaptada de lineas de comunicacién con la

defensa del hospedero (Sanchez, 1997).

Salmonella establece un estrecho contacto con el borde en cepillo del epitelio
intestinal, antes del contacto inicial, el borde permanece intacto. Sin embargo,
cuando las bacterias se acercan a la superficie epitelial, las microvellosidades
circundantes empiezan a degenerarse con elongacion, edema y crecimiento en un

proceso llamado “ruffling” (rizado).

Aqui, los efectores interactian con las proteinas de la célula hospedera para

rearreglar el citoesqueleto de actina e inducir cambios morfolégicos que al final
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provocan que estas células, normalmente no fagociticas internalicen las bacterias

en un proceso llamado invasion.

Esta bacteria es habil en capaz de explotar las funciones celulares preexistentes
del hospedero y usarlas en su beneficio. Esto se ha visto durante la invasion,
cuando Salmonella utiliza las sefiales de transduccion del hospedero, lo cual
afecta el reareglo del citoesqueleto y las proteinas de membrana produciendo

“ruffling” de membrana y la invasién bacteriana.

La salmonelosis se considera un problema de Salud Publica mundial. Salmonella
enterica causa infeccion intestinal aguda en personas de todas las edades y
puede ocasionar infecciones invasivas graves como bacteremia y meningitis en

lactantes, ancianos y pacientes inmunosuprimidos (Mussaret, 2006).
S. typhi.

Es una bacteria anaerdbica facultativa, que puede en ocasiones sobrevivir en
bajas condiciones de oxigeno. Pertenece al serotipo 9,12, con base a los epitopes
de la tivelosa, el azucar repetida en su antigeno O (Mussaret, 2006) lo que
significa que expresan un flagelo muy diferente en secuencia de aminoacidos al
encontrado en las cepas de otras regiones del mundo. Ademas de los antigenos O
y H tiene en su exterior una capsula de polisacaridos denominada Vi (por antigeno

de "virulencia").

Los mecanismos de patogenicidad por los que induce diarrea no han sido
descritos detalladamente, pero parece ser un fendmeno que involucra diversos
determinantes de virulencia como las enterotoxinas similares a las de Vibrio
cholerae (CT) y a la toxina termolabil (LT) de E. coli (Méndez, 2011).

S. typhimurium.

Salmonella typhimurium esta asociada a infecciones en el intestino y la causa mas
comun del envenenamiento de comida por especies de Salmonella es la S.

typhimurium, esta bacteria causa enfermedades parecidas a la fiebre tifoidea. La
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enfermedad por S. typhimurium se caracteriza por diarreas, dolores

abdominales, vomitos, nduseas, y suele durar unos siete dias.

Desafortunadamente, en personas cuyo sistema inmune esté comprometido,
como es el caso de adultos en plenitud y personas con el sistema inmune
deprimido, la infeccion por Salmonella termina siendo fatal si no se trata a tiempo

con antibioticos.

3.4 Shigella (S. sonnei, S. flexneri).

Son inmoéviles y se dividen en cuatro especies especificas: S. dysenteriae, S.
flexneri, S. boydii y S. sonnei. Estas especies se dividen a su vez, sobre bases
seroldgicas, en varios tipos y subtipos, existiendo alrededor de 30 serotipos del
género. Sin embargo, las especies predominantes en la mayoria de las areas
geograficas son S. flexneri y S. sonnei debido a que pueden ser responsables de
epidemias de gran magnitud y son las que se estudiaron en este trabajo
(Gangarosa, 1969).

Las infecciones clinicas por Shigella ocurren en los humanos y en primates
superiores; siendo el humano su principal reservorio. En los paises con malas
condiciones de saneamiento ambiental y practicas higiénicas deficientes, Shigella
es endémica siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad. También las
especies de Shigella son endémicas en instituciones de salud caracterizadas por
el hacinamiento y las malas practicas higiénicas siendo estad situacion
epidemiologica mas comun en paises en vias de desarrollo (Mata, 1970) por lo
tanto, estas infecciones se transmiten facilmente por contacto directo, por la via

fecal- oral, a través del agua y de los alimentos contaminados (Duguid, 1978).

Shigella invade células epiteliales de la mucosa del intestino delgado terminal y del
colon, donde proliferan provocando la muerte de las células. La secuencia de una
infeccion tipica por Shigella consiste en: Colonizacion temporal del intestino
delgado, que puede resultar en colicos abdominales leves, fiebres y diarrea
liquida, seguida por colonizacion extensa del intestino grueso e invasion del

epitelio colonico, en donde se lleva a cabo una multiplicacion bacteriana
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intracelular en el epitelio e invasion de las células de la submucosa o lamina
propia, en donde se presenta una destruccion local de la regién invadida de la
mucosa, que provocan una respuesta inflamatoria aguda con ulceracién

subsecuente de la mucosa (G.T, 1982).

Como resultado de las lesiones coldonicas se produce dolor abdominal agudo,
tenesmo y disenteria. Sin embargo, la destruccion de la mucosa se limita a las
capas superficiales del colon, siendo muy rara la invasion bacteriana en el torrente
sanguineo. En un ser humano infectado que tenga una buena alimentacién la
recuperacion se da en pocos dias después de la aparicién de los sintomas, pero
en poblaciones con alta prevalencia en desnutricion y malas condiciones
higiénicas, la infeccion puede prolongarse por varias semanas y asociarse a que

los pacientes entren a cuadros diarreicos agudos (Mata, 1970).

Las propiedades virulentas de estas bacterias que producen disenteria son sus
capacidades para penetrar y multiplicarse en las células epiteliales del colon y
destruirlas. Adicionalmente producen una potente citotoxina que tiene efectos

enterotoxicos. (Gangarosa, 1969).

3.5 Vibrio (V. cholerae O1 Inaba, V. cholerae no O1 0139, V. cholerae no O1

negativo a 0139, V. parahaemolyticus).

A diferencia de las bacterias anteriormente mencionadas, Vibrio no pertenece a la
familia Enterobacteriaceae, este género comprende varias especies de
importancia médica muchas de ellas relacionadas muchas de ellas con
enfermedad gastrointestinal y en particular con enfermedades trasmitidas por
alimentos de origen marino. De todas ellas merece especial atencién Vibrio
cholerae, responsable del colera epidémico, la cual es una enfermedad infecciosa
con un cuadro clinico caracterizado por vomitos y diarrea intensa, que puede llevar

a la deshidrataciéon grave (Guzman, 1999).

Dicha bacteria ingresa al organismo con el agua o los alimentos contaminados por
excretas de personas infectadas o productos marinos y la enfermedad que

produce es endémica en por lo menos 80 paises con epidemias que ocurren en
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varias regiones, incluyendo Africa, Sudamérica y el sur y sudeste de Asia
(Paredes, 2004).

Vibrio cholerae es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo, como ya se dijo
perteneciente al género Vibrio; y es de la familia Vibrionaceae. Presenta forma de
‘coma”, es extremadamente movil debido a su Unico flagelo polar (Torres y col,
2001).

El cuadro clinico puede oscilar desde una leve diarrea no complicada hasta
producir una enfermedad grave con diarrea fulminante, coma y muerte en pocas
horas. Vibrio cholerae serogrupo 01 es el agente etioldgico del célera epidémico,
tiene dos biotipos: el Clasico y El Tor. El primero se aisl6 histéricamente en las
epidemias de la India, pero en la séptima pandemia que comenzd en 1961
predominé el Tor, (idem).

La gravedad de la enfermedad es variable: el biotipo Tor ocasiona en su mayoria

infecciones asintomaticas (75%), 23% enfermedad leve o0 moderada y 2% grave.

El periodo de incubacion es de varias horas hasta 5 dias, dependiendo del tamafio
del in6culo. Si la bacteria consigue atravesar la acidez del estbmago (primera gran
barrera), coloniza el intestino delgado y comienza a producir la toxina colérica. Los
sintomas de la enfermedad se deben a la accion de la toxina que actua a nivel del
intestino produciendo secrecion de liquido y electrolitos, lo cual lleva a severa
deshidratacion. Estas pérdidas pueden ser de tal severidad que el paciente puede
presentar deposiciones descritas como “agua de arroz”. En etapa temprana se ven
vomitos, escasos dolores abdominales, pero por el trastorno electrolitico se dan
calambres musculares. El tratamiento debe ir dirigido a prevenir el “shock”
hipovolémico, hipoglicemia y acidosis metabdlica. Es de gran importancia la rapida

y adecuada reposicion liquida de las pérdidas intestinales.

3.6 Mecanismos de patogenicidad en las Enterobacterias y Vibrio cholerae.

Dentro de los componentes macromoleculares de los microorganismos que

pueden contribuir a la patogénesis y actuar como determinantes de virulencia
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podemos mencionar las capsulas extracelulares, la capa mucosa, la pared celular,
las fimbrias y los pilis. Pero ademas de estos componentes, existen numerosos
determinantes microbianos intracelulares y extracelulares cuya Unica funcion es la

de actuar como determinantes de virulencia (Heymann, 2007).

Aunque dichos determinantes son especializados; éstos son producidos por una
gran variedad de patégenos, muchos de ellos tienen caracteristicas moleculares y
mecanismos de accién similares y pueden clasificarse de acuerdo al grado de
invasién en un hospedero susceptible; y lo que podemos encontrar son los

siguientes mecanismos:

1. Bacterias que causan diarrea por adherencia a la mucosa y produccion de
enterotoxinas (ETEC y Vibrio cholerae).

2. Bacterias que causan diarrea por disolucion del borde en cepillo de la
mucosa intestinal (EPEC).

3. Bacterias que causan diarrea por invasion de la mucosa y proliferacion
bacteriana dentro de la célula epitelial (EIEC y Shigella).

4. Bacterias que causan diarrea por translocacion de la mucosa seguida por
proliferacion bacteriana en la lamina propia y en los ganglios linfaticos
mesentericos (Salmonellas).

5. Bacterias que causan fiebre entérica por translocacion de la mucosa

seguida por infeccion generalizada (Salmonella typhi).
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4. El diagnéstico de Enteropatdgenos.

El diagndstico de enterobacterias es importante para poder conocer con qué tipo
de organismo esta infectado un individuo, estos mecanismos deben de tener una
gran especificidad y ser capaces de diferenciar entre patdgenos y especies
(Sanchez, 1997).

Los métodos diagnosticos usados para la identificacion de los patégenos
infecciosos incluyen ensayos microbiolégicos dependientes del cultivo,
inmunoensayos y diagnéstico molecular (Cruz, 2000).

En el caso de las enterobacterias el método tradicional consiste en aislar las
bacterias obtenidas de la materia fecal o a través de la toma de una muestra
utilizando un isopo rectal. Una vez aislada la bacteria la identificacion se hace
mediante pruebas bioquimicas en tubos con componentes, sustancias y nutrientes
para la bacteria; tales como TSI (tres azucares- hierro), LIA (Agar-Hierro-Lisina),
MIO (Movilidad, Indol y Ornitina), citrato, sorbitol, mucato, urea, rojo de metilo,
Voges Proskauer, fermentacion de azlcares y caldo manitol. Por otra parte en los
laboratorios y hospitales que cuenten con los antisueros correspondientes se

realizan pruebas de aglutinacion (Gonzales, 1996).

Los métodos moleculares incluyen el uso de sondas para la hibridacién en fase
sélida como el “colony blot”, la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR en
donde la hibridacion se realiza entre el ADN blanco presente en la muestra y una
secuencia conocida de un fragmento especifico de un gen involucrado en la

patogenicidad de las cepas a estudiar (Innis, 1990).
4.1 Pruebas bioquimicas.

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas fisiologicas de las
bacterias, algunas de estas pruebas son técnicas rapidas, su lectura varia entre

unos segundos hasta dias y evalUan la presencia de una enzima preformada.

Otras pruebas requieren para su lectura el crecimiento del microorganismo con

una incubacion previa, a este grupo pertenecen la mayoria de las pruebas que
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detectan componentes metabdlicos o aquellas que determinan la sensibilidad de
un microorganismo a una sustancia dada, después del cultivo en medios de
identificacion que contienen el sustrato a metabolizar. No obstante, algunas de
estas pruebas pueden realizarse de forma répida tras incubacion; en general, se

trata de reacciones enzimaticas (Roskoski, 1998).
4.2 Diagnostico molecular.

La biologia molecular ha venido a revolucionar los estudios diagnosticos de
enfermedades infecciosas. Las técnicas moleculares aplicadas al diagndstico
ofrecen mayor sensibilidad, especificidad y rapidez con requerimientos minimos de
muestra en comparacién con las pruebas convencionales. Esto permite el inicio
temprano de un mejor y oportuno esquema terapéutico, disminuyendo de esta

manera la probabilidad de complicaciones (Hernandez, 2009).

Las técnicas moleculares aplicadas al diagnostico de enfermedades infecciosas en
ocasiones superan las limitaciones que imponen l|os organismos para Su
aislamiento. Los acidos nucleicos microbianos extraidos de una muestra clinica
pueden ser analizados para buscar la presencia de secuencias de ADN
especificas de los organismos sin importar los requerimientos fisiolégicos para la
viabilidad de los organismos. Actualmente, las técnicas de biologia molecular
permiten la identificacion, cuantificacion y el analisis de la secuencia del genoma

bacteriano en los individuos infectados (Alvarez y col, 2008).

Dentro de estas pruebas de diagndstico molecular de enteropatégenos, podriamos
mencionar al menos dos: la PCR y la electroforesis en campos pulsados (PFGE
por sus siglas en inglés Pulsed- Field Gel Electrophoresis). En la primera, las
muestras utilizadas pueden ser de una cepa aislada de una muestra clinica, de
materia fecal o de alimentos implicados. Los reactivos necesarios para la PCR de
cada muestra son desoxirribonocleotidos trifosfatados (ANTP's) adenina (dATP),
timina (dTTP), guanina (dGTP), citocina (dCTP), Cloruro de Magnesio (MgCl),

iniciadores y enzimas polimerasa, regulador de la enzima, agua y ADN molde.
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El segundo método utilizado es la electroforesis de campos pulsados este se
utiliza para el andlisis de fragmentos grandes de ADN. Para realizar un PFGE, se
deben usar enzimas para cortar el ADN en pocos fragmentos de alta talla
molecular y que en conjunto representan todo el genoma de la célula.

El procedimiento para esta técnica es relativamente similar a la realizacion de una
electroforesis en un gel estandar, excepto que en lugar de una corriente eléctrica
constante, la corriente se distribuye periddicamente entre tres direcciones; una
gue corre a través del eje central del gel y dos que se ejecutan en un angulo de 60
grados a cada lado. (Rodriguez, 2004).

En general, la electroforesis en gel horizontal permite separar fragmentos de ADN
con base en un campo eléctrico unidireccional aprovechando que el ADN tiene
una carga neta negativa y que eéste migra hacia el polo positivo. En la
electroforesis en gel de campos pulsados el ADN queda sometido a la aplicacion

de campos eléctricos que forman angulos de acuerdo a una geometria particular.

Al cambiar las direcciones se separan los fragmentos de ADN en dos planos y se
separa el ADN de manera mas clara. El campo eléctrico es generalmente aplicado
en un patrén hexagonal, de manera que el campo se alterna en seis direcciones
diferentes [Figura 3] (Nelson, 2006).
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Figura 3. Corrimiento de una Electroforesis en Campos Pulsados.

7 > N—

Fig. 3 Se observa la migracion de las moléculas de acuerdo a ambas cargas
eléctricas (+, -), cada campo eléctrico (A+, A- y B+, B-) se activa durante un cierto
tiempo, la flecha indica el trayecto de acuerdo al campo eléctrico que esta activo.

4.3 Reacciéon en Cadena de la Polimerasa PCR.

La PCR ha hecho posible el andlisis y estudio de genes gracias a que nos permite
obtener un enorme numero de copias de una secuencia de ADN especifica,
emplea ciclos repetidos de sintesis de ADN, los cuales son dirigidos por un
iniciador, que al unirse con su secuencia complementaria en la otra cadena
permite que se acople la enzima polimerasa y se inicie la catalisis o polimerizacion

del ADN a amplificar. Las secuencias de los iniciadores se determinan.

Para la estandarizacion de la PCR se deben tomar en cuenta varios aspectos

importantes, como podrian ser (Yabar, 2003):
1. La secuencia de interés.

Se le denomina a ciertos fragmentos de “interés” dentro del ADN que queremos
amplificar para poder trabajar en el laboratorio y es gracias a los iniciadores que
esto se puede hacer, ya que los iniciadores, como ya dijimos se disefian para

identificar la zona que nos interesa amplificar (Barrera, 1993).
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2. Iniciadores.

Se utilizan iniciadores de 16 a 30 nucleétidos de longitud, lo que permite que la
temperatura de alineamiento sea razonablemente elevada. Los iniciadores no
deben tener tramos de secuencias con una polibase (p. ej., poli-dG) ni ser
repetidos, ya que podrian hibridarse de forma inadecuada con el ADN molde.
Deben evitarse las secuencias repetidas invertidas, a fin de prevenir la formacion
de estructuras secundarias del iniciador, que impedirian su hibridacién con el ADN
molde. También deben evitarse las secuencias complementarias de otros
iniciadores utilizados en la PCR, para prevenir la hibridacion con las mismas
(Torres, 1995).

En la PCR punto final conviene que el extremo 3’ del iniciador tenga gran
proporcion de bases G y C para aumentar la fuerza en la hibridacion del extremo
gue se quiere extender. La distancia entre los iniciadores debe ser inferior a 10 kb
en longitud, ya que se observa una importante reduccion del rendimiento cuando

los cebadores se encuentran a mas de unos 3 kb de distancia entre si.
3. Region especifica del gen.

La especificidad de los primers es en parte dependiente de su longitud. Los
primers deben ser elegidos de modo que tengan una secuencia unica dentro del
ADN que sera amplificado. Un primer disefiado con una secuencia altamente
repetida dara lugar a productos no deseados o inespecificos. Sin embargo, el
mismo primer puede dar una sola banda si se amplifica una sola clona de una

genoteca (Innis, 1990).

4. Regién mas conservada.

Secuencias del ADN que codifiquen y que se han mantenido a lo largo de la

evolucion.

5. Region diferencial con genes homologos.
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Los primers necesitan ser disefiados con menos de 3 pares de bases de
homologia entre ellos. Si un primer tiene tal region de homologia se formaran
estructuras parciales de doble cadena que interferiran con el alineamiento. Si la
homologia ocurre en el extremo 3', ocurrira la formacion de dimeros de primers

que, a menudo, evitara la formacion del producto deseado por competencia.
Cada ciclo de la PCR consiste basicamente en tres etapas (Sampieri, 2009).

1) Desnaturalizacion
El ADN molde es incubado a una temperatura de 92-98°C de 30 a 90
segundos para separar las cadenas complementarias y de esta manera
hacerlas accesibles al apareamiento con los iniciadores especificos.
2) Alineamiento
La etapa de alineamiento, permite que los iniciadores hibriden a las
secuencias complementarias del ADN molde; la temperatura de
alineamiento a la que se lleva a cabo dicha hibridacion esta determinada
por la secuencia del primer, de acuerdo a su contenido de AT y GC.
3) Extension
La etapa de extension, generalmente se lleva a cabo a una temperatura, en
la cual la ADN polimerasa copia el ADN entre las secuencias flanqueadas
por los iniciadores colocados en ambas cadenas del ADN a la distancia
previamente establecida en su disefio.
Estas tres etapas que constituyen un ciclo térmico mas don adicionales, una PCR
tipica lleva entre 30 a 50 ciclos, cuando cada ciclo termina, los fragmentos nuevos
de ADN sintetizado sirven de ADN blanco lo que genera una produccién
exponencial del numero de copias del mismo fragmento y en unos ciclos mas el
producto predominante sera una Unica clase de fragmento de ADN cuya longitud
correspondera a la distancia entre los iniciadores. Asi la repeticion del ciclo origina

una acumulacion geométrica y exponencial de las secuencias amplificadas.
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Figura. 4. Esquema que presenta un protocolo completo de PCR.

24°C o4°C

5" 30"

I 30 T

CIL 2 ale

35 CICLOS

Fig. 4. Esquema que presenta un protocolo completo de PCR (1:
desnaturalizacion inicial; 2: desnaturalizacion; 3: alineamiento (variable de acuerdo

al par de iniciadores empleados; 4 extension; 5: extension final).

Las partes 2, 3 y 4 que corresponderan a la desnaturalizacion, alineamiento y
extension son las que se repiten de acuerdo al numero de ciclos que se necesiten

para obtener el amplificado esperado.
Entre los componentes de la reaccion de PCR destacan:

e ADN polimerasa: Es una enzima termoestable que en un inicio fue
purificada a partir de la bacteria Thermus aquaticus. Esta enzima tiene un
peso molecular cercano a 93.910 KDa y su temperatura Optima de
funcionamiento es de entre 72 °C y 80°C.

e EI ADN molde: La concentracion del ADN molde dependera de la fuente
utilizada, idealmente se requieren 100 nanogramos de ADN gendmico.

e Los iniciadores: Se seleccionan oligonucleétidos normalmente un sentido
y otro antisentido, que hibriden con regiones de ADN molde y su secuencia
debe presentar la mayor similitud posible con la secuencia del ADN blanco.
Idealmente en cada 5 pl de reacciéon la concentracion aceptable de cada

oligonucleétido es de 0.05a 1.0 y M.
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e Los desoxirribonucleotidos trifosfato (dNTPs): Las concentraciones
minimas de dNTPs disminuyen el indice de incorporacion errénea de los
nucledtidos, mientras que las concentraciones muy altas disminuyen la
especificidad de la reaccién, por lo que casi siempre la concentracion debe
optimizarse entre 20 y 200 uM, debiéndose igualar las concentraciones de
cada uno de los cuatro dNTPs en concentraciones equimolares.

El producto obtenido de la PCR puede ser analizado en un gel de agarosa o
poliacrilamida mediante un corrimiento electroforético. Al terminar este puede ser

tefido con bromuro de etidio y observarse el ADN obtenido con luz ultravioleta.
4.4 PCR Multiple.

Es un tipo de PCR que emplea dos o mas pares de iniciadores, en un unico tubo
de reaccion, con el fin de amplificar simultaneamente multiples segmentos de
ADN. Consiste en combinar en una uUnica reaccion todos los pares de iniciadores
de los sistemas que queremos amplificar simultdneamente, junto con el resto de
los reactivos de la reaccion en cantidades suficientes. La ventaja de esta PCR es
gue se obtiene la informacidn de varios genes, los cuales se refieren al lugar que
un gen ocupa en el cromosoma y este corresponde al segmento de un gen en el
ADN o ARN. Por esto en la PCR multiple se obtienen en una sola reaccion
diferentes segmentos de genes, utilizando menor cantidad de molde para el

analisis y menor cantidad de reactivos (Paredes, 2004).
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JUSTIFICACION

A pesar de las politicas de salud en torno a las EDA’s, en la actualidad los datos
epidemiologicos en México muestran alta prevalencia, que afecta principalmente a
poblaciones marginadas. El fenémeno puede ser el resultado de diversos
determinantes de la salud de las poblaciones, lo que podria llegar a constituir un

tipo de enfermedad tanto emergente como reemergente.

La conferencia sobre Salud Publica de La Haya del afio 2000, de la que se
desprenden las “Funciones Esenciales de la Salud Publica (FESP)”, puntualizando
la necesidad de generar profesionales con capacidades y destrezas
epidemioldgicas, asi como la creacién de nuevos laboratorios encargados del
desarrollo tecnoldgico, que puedan implementar una respuesta efectiva y dirigida
al control de dafos y afectaciones a la Salud Publica por diferentes patégenos.

En esta tesis se hace hincapié en la importancia de la Vigilancia Epidemiologica y
en la necesidad de establecer redes de monitoreo epidemiologico, de
enteropatdégenos emergentes, que cuenten con las metodologias que permitan la

deteccion rapida y especifica del agente etiolégico.

Como ya se dijo, la identificacion de las diferentes cepas de enterobacterias se
realiza tradicionalmente con base a sus caracteristicas bioquimicas o serologicas.
Sin embargo, estos ensayos demandan la realizacion de técnicas especiales que
requiere de personal experimentado, ademas de necesitar mucho tiempo para dar
un resultado final. Por tal motivo, recientemente se han tratado de desarrollar
métodos moleculares de diagndéstico rapido, sensible y confiable, que en este
trabajo se empleara. De entre todas las estrategias utilizadas, la PCR multiple la
cual permite la amplificacion in vitro de zonas gendmicas previamente
seleccionadas de acuerdo con el tipo de microorganismo patégeno a identificar.
Esto permite reducir el tiempo de identificacion del patdégeno, lo cual facilita

responder con mayor eficacia ante un brote epidémico.

-67 -



Licenciatura en Promocion de la Salud

OBJETIVOS
Objetivo General

Desarrollar un nuevo método molecular para el diagnostico de Enterobacterias de
importancia en la Salud Publica que permita prevenir la aparicion de un brote
epidemioldgico proporcionando asi, elementos que permitan cumplir algunas de
las FESP

Objetivos particulares

1.- Establecer por busqueda bibliografica qué determinantes promueven la
aparicion de EDA’S buscar e identificar marcadores moleculares que permitan
diferenciar especificamente los tipos y subtipos de los enteropatdgenos mas

comunes mediante PCR punto final y multiple.

2.-Disefar un sistema especifico de identificacion de Enteropatdogenos a nivel de

tipo y subtipo mediante PCR de punto final y multiplex.

3.- Probar el método estandarizado en muestras de ADN obtenidos a partir de

aislados clinicos.

4.-Discutir la importancia de la metodologia desarrollada como instrumento de la

Vigilancia Epidemioldgica y la conexion con la Promocion de la Salud.
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MATERIAL Y METODOS

1. Cepas utilizadas.

Las cepas tipo empleadas en este trabajo de tesis fueron donadas por diversas

instituciones tales como son: el laboratorio de bacteriologia medica de la Escuela

Nacional de Ciencias Biologicas, del Instituto Politécnico Nacional (ENCB-IPN); el

posgrado de Ciencias Gendmicas, de la Universidad Autonoma de la Ciudad de

México (UACM); el Laboratorio de la Clinica Universitaria de la Salud Integral de la

Facultad de Estudios Superiores FES lIztacala, de la Universidad Nacional

Autébnoma de México (UNAM); y el Instituto de Diagnéstico y Referencia

Epidemiolodgica (INDRE) [Tablal10].

Tabla 10. Cepas utilizadas durante este trabajo.

Bacterias Enteropatégenas

Cepa

Escherichia coli (no patégena)

E. coli s/n

(EHEC)

E. coli enterohemorragica

EHEC EDL933

E. coli enteroadherente (EAEC)

EAEC 042; EAEC 1

E. coli enteropatégena (EPEC)

EPEC ATCC 43887; EPEC 2348/69

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC B7A; ETEC ATCC 35401

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

EIEC 1; EIEC ATCC 43893

Salmonella spp

S. typhi y S. typhimurium

Vibrio spp.

V. cholerae O1 Inaba; V. cholerae no O1,
V. cholerae 0139, V. parahaemolyticus

Shigella spp

S. sonneiy S. flexneri
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2. Medios de Cultivo.

Para verificar que las cepas correspondieran a las especies y géneros
identificados por los grupos que amablemente nos las proporcionaron, se realizé la
caracterizacion de las cepas a través de pruebas bioquimicas, morfologia
microscopica y tincion de Gram.

Con la ayuda de algunos medios se logré verificar la pureza de cada una de las
cepas utilizadas en este estudio. En el anexo se muestra los procedimientos para
la preparacion de los medios utilizados en la caracterizacion de las cepas que

permitieron verificar la pureza.
3. Tincion de Gram.

Es una de las tinciones diferenciales mas utilizadas en bacteriologia, clasifica a los
cultivos bacterianos en Gram positivas y Gram negativas.
[www.ecologia.unam.mx/laboratorios/evolucionmolecular/documentos/ClaseProcar
iontes/Alejandra/Pr%C3%A1ctica%203%20Tinci%C3%B3n%20de%20Gram.pdf].
De la tincion de Gram podemos mencionar que es una tincion diferencial ya que
utiliza dos colorantes para distinguir bacterias Gram positivas de las Gram
negativas, esta primera diferenciacion nos permite identificar los posibles
microorganismos causantes de una infeccion. El principio de esta tincion esta
basado en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias, la cual le

confiere propiedades determinadas a cada microorganismo.

La pared celular de las Gram negativas esta constituida por una capa fina de
peptidoglicano y una membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram
positivas poseen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no
cuentan con membrana celular externa; asi pues la composicion quimica y el
contenido de peptidoglicano en la pared de ambas explican y determinan las

caracteristicas tintoriales.

Si se parte de un cultivo solido, se etiqueta un portaobjetos limpio y desengrasado
con el nombre de la cepa; luego se coloca sobre el portaobjetos una gota de agua

destilada y se coloca un poco de la colonia aislada hasta formar un circulo de
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aproximadamente 1cm? Posteriormente se fijan las bacterias con calor, pasando el

portaobjetos 3 veces sobre la flama del mechero.

Se afiade un colorante primario que es cristal violeta, el cual tiene afinidad con el
peptidoglicano de la pared celular, posteriormente, se coloca lugol el cual sirve
como mordiente formando un complejo cristal violeta- yodo que satura los

espacios del peptidoglicano de la pared bacteriana.

En seguida se coloca una mezcla de alcohol- acetona, Las bacterias Gram
positivas, al contener una gran cantidad de peptidoglicano, retiene con mayor
frecuencia este complejo, mientras que las Gram negativas no lo pueden retener

por tener menos cantidad de peptidoglicano.

Por ultimo se afiade el colorante secundario safranina la cual funciona como un
colorante secundario o de contratincion y sirve para tefir las bacterias que no

pudieron retener el primer el complejo cristal violeta-yodo.

Se deja secar al aire y se observa al microscopio con el objeto de 100X;
recordando que las bacterias Gram positivas se observan de color morado,

mientras que las Gram negativas se observan de color rosa a rojo.
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4. Conservacion de las cepas tipo de Enterobacterias.

Las cepas se conservaron a corto, mediano y largo plazo, con la finalidad de
garantizar la viabilidad y estabilidad genética de las cepas para experimentos

posteriores.
4.1 Conservacion alargo plazo.

Una vez que se fenotipicaron las cepas Gram negativas (Anexo) con las que se
trabajo en esta tesis y que se confirm6 la pureza de las cepas se sembraron
masivamente dos placas de Muller Hinton y se incubaron a 37°C por 12 horas.
Después se cosecho toda la biomasa bacteriana y se colocé en un criotubo de 1.5
mL que contenia 1 mL de medio Todd Hewitt [Tabla 11] y se mezclo

vigorosamente en vortex para posteriormente ser guardado en criotubo a -70°C.

Tabla 11. Reactivos y preparacion de caldo Todd-Hewitt para conservacion a

largo plazo.
Reactivo Cantidad
Caldo Todd-Hewitt | 1.092 g
Glicerol 12 mi
Agua 18 ml

Homogenizar y distribuir en tubos o frascos.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15
min. Enfriar a temperatura ambiente.

4.2 Conservacion a mediano plazo.

La conservacion se realizd en tubos de cultivo que contenian agar LB inclinado
[Tabla 12], los cuales se sembraron por estria abierta e incubaron durante 18
horas a 37°C. El tubo con el crecimiento de colonias bacterianas se sellé con

papel parafilm en la tapa y se almacené a 4°C.
4.3 Conservacion a corto plazo.

Se sembraron en agar LB por estria cruzada e incubaron a 37°C por 18 horas y

cuando se requeria la cepa se tomaba de colonias aisladas.
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Tabla 12. Reactivos y preparacion del medio Luria Bertani (LB).

Reactivo Cantidad (g)
Agua desionizada cbp1000 mL
Tryptona 10
Extracto de levadura

NacCl

Homogenizar y distribuir 8 mL del medio en tubos de ensaye de 16*150 estériles o
placas petri. Esterilizar por autoclave durante 15 minutos a 121°C (15 libras de
presion).

5. Obtencion de DNA total de las cepas tipo.

La extraccion del ADN genomico de las cepas se realizé por dos metodologias, la
primera fue a través de un kit de extraccion de DNA gendmico de QIAGEN,

siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.

La extraccion se inicié con la cosecha de las células bacterianas en un tubo de 1.5
mL por centrifugacion durante 5 min a 16,128 Xg, decantando el sobrenadante
después de cada centrifugacion, este procedimiento se repiti0 hasta que se
concentraron los 5 mL del cultivo bacteriano. El boton de células se lavé con 1mL
de agua destilada estéril, centrifugando durante 5 min. a 16,128Xg, el
sobrenadante se decant6 el sobrenadante y el boton se utilizé para la extraccion

como lo indica el manual del proveedor del kit o estuche.

A la pastilla bacteriana se le adicionaron 180 pL de amortiguador ATL y se
resuspendié el botdn cuidadosamente, posteriormente se adicionaron 20uL de
proteinasa K, se mezclé gentilmente con el vortex, se incub6é con agitacion

constante a 56°C durante 30 min hasta que las bacterias se lisaran por completo.

Transcurrido el tiempo de incubacién se afiadieron 200 uL de Buffer AL, se mezclé
con ayuda del vortex por 15 seg y se incub6 a 70°C durante 10 min. Al concluir el
tiempo el tubo se centrifugd durante 30 seg. Posteriormente se le adicionaron 200
puL de etanol al 100%, se agité en vortex por 15 seg y se centrifugé por 30 seg. Se
colocaron 600 pl del sobrenadante en una columna de extraccion QlAampse y se

centrifug6 a 8,000 rpm durante 1 min y se elimino el liquido colectado en un tubo
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colector, este paso se repitié hasta colectar todo el sobrenadante. Se agrego 500
pL del amortiguador de lavado AW1 dentro de la columna y se centrifugé a 8,000

rpm por 1 min.

La columna se colocd en un nuevo tubo colector y dentro de la columna se
agregaron 500 uL del segundo amortiguador del lavado AW2, se centrifugo
nuevamente a 14,000 rpm por 3 min. Al concluir se cambio la columna a un tubo

eppendor de 1.5 mL estéril.

Para la elusién del ADN, se agregaron 100 ul de agua ultra pura y se centrifugé a
8,000 rpm por 1 min, este paso se repiti6 una vez mas. EI ADN recolectado fue
almacenado a -70°C hasta su uso.

La segunda técnica de extraccion empleada fue la de lisis mediante fenol-
cloroformo- alcohol isoamilico, a continuacion se menciona la descripcion de

los pasos realizados para esta técnica:

Las bacterias se crecieron en 10 mL de Caldo LB a 37°C en agitacion constante
durante 24 h. Posteriormente se cosecharon 5 ml del cultivo celular por
centrifugacion a 12,000 rpm durante 5 min. Una vez cosechadas las células se
lavaron con 500 uL de agua destilada estéril, se agitaron con ayuda de un vortex y
se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5 min, se decantd el sobrenadante y las

células se resuspendierdn en el volumen de agua sobrante.

Posteriormente, se agregé 200 pL de solucion de lisis y 200 yL de fenol:
cloroformo: isoamilico (proporcion 25:24:1), la mezcla se agité vigorosamente e
incub6 a 65°C por 1 h, una vez transcurrido el tiempo se agregd 200 pL de
regulador TE. La muestra se centrifugd por 5 min a 12,000 rpm, hasta obtener la
fase acuosa la cual que se traspaso a otro tubo limpio de 1.5 mL y se adicion6 1
ml de etanol absoluto, se mezclé por inversion e incubd durante 20 min. a -20°C.
Posteriormente, se centrifugd durante 5 min a 12,000 rpm, el sobrenadante se

decanto y se dejé secar la pastilla.

-74-



Licenciatura en Promocion de la Salud

La pastilla seca se resuspendio en 400 pL de regulador TE y se afadieron 10 pyL
de acetato de amonio 4M mas 1 mL de etanol 70%, se mezcld por inversion y se

incubd6 durante 20 min a -20°C.

Finalmente, el tubo se centrifugd durante 5 min y el boton se resuspendié en 100
ML de agua destilada estéril, se hicieron alicuotas y se almacenaron a -70 °C hasta

su utilizacion.
6. Disefio de iniciadores.

Se realizé la busqueda en la pagina del NCBI de los principales genes que
codifican para determinantes de patogenicidad en el genoma bacteriano. Tratando
de que estos sirvieran para la identificacion de los diferentes subtipos de
Escherichia coli (EHEC, EPEC, ETEC EAEC, EIEC y una cepa no patdégena), asi
como para la identificacion de las especies de Salmonella (S. typhi y S.
tyiphimurium), Shigella (S. sonnei y S. flexneri), y Vibrio (Vibrio cholerae O1
Inaba, Vibrio cholerae no O1 0139, Vibrio cholerae no O1 negativo a 0139, Vibrio
parahaemolyticus) [Tabla 13]. La busqueda e identificacion se efectud en la base

de datos del NCBI en la pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Tabla 13. Genes que codifican para los distintos determinantes de
patogenicidad seleccionados y utilizados en la identificacién de los

diferentes subtipos de E. coli y de los géneros de Salmonella, Vibrio y

Shigella.

GEN

PROTEINA PARA
LA QUE
CODIFICA

ENTEROBACTERIA
QUE IDENTIFICA

EaeA

Intimina

EPEC y EHEC

Vit

Verotoxina

EHEC

bfpA

Paquete para
formar pili

EPEC

aggR

Fimbrias de
adherencia
agregativa

EAEC

St

Enterotoxina
termoestable

Lt

Enterotoxina
termolabil

ETEC

virB

Activador
transcripcional B
de genes de
virulencia

EIEC y Shigella spp.

virF

Activador
transcripcional F
de genes de
virulencia

Shigella spp.

ITS

Esparcidoras
intergénicas

Salmonella spp.

rtx-A

Toxina de
autoprocesamiento
de la familia RTX

Vibrio spp.

ctx-B (Toxina B)

Toxina de
autoprocesamiento
de la familia V.
Colera

Vibrio spp.
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7. Amplificacion de genes por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

La identificacion de cada uno de los fragmentos de genes seleccionados para
cada tipo y subtipo de bacterias, se realiz6 mediante la técnica de PCR. Se tuvo
cuidado de las condiciones de amplificacién fueran las mismas para todos los
genes. Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2%. El
corrimiento electroforético se realizé a un voltaje de 60 V; el regulador que se
utilizé, tanto para preparar el gel de agarosa como para el corrimiento
electroforético, fue el buffer TAE 1X [Tablal4].(>20kb)
[http://mww.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Gral_Buffer TAE_TBE.pdf].

En cada uno de los pozos del gel de agarosa se colocaron 10 pL del producto de
la reaccion de PCR, empleando 0.5 pL de regulador de carga “loading buffer”.
Como referencia de tamafio molecular se emple6 un marcador de 100 pares de
bases. El producto de PCR de los genes amplificados se visualiz6 mediante
tincion con bromuro de etidio. Para esto el gel se sumergio en un recipiente que
contenia el bromuro de etidio al 2% durante 5 minutos, posteriormente se enjuago

con agua corriente a través de un transiluminador de la luz UV.

Tabla 14. Reactivos para preparar TAE 50 X.

Reactivo Cantidad
Tris base (40 mM) 48.4 g
11.42 ml

Acético glacial

EDTA pH 8 (2mM) 7.44 g
Ajustar a pH 8.0

8. Secuenciacion de los productos amplificados.

Para asegurar que los fragmentos observados correspondian a los genes
esperados, todos los productos de PCR se secuenciaron a través de la técnica de
interrupcion de cadena con ABI Big Dye terminator sequencing chemistry. Los
productos de la reaccion fueron separados y detectados usando el equipo ABI

3750 capillary DNA sequencer. Los electroferogramas y las secuencias de las
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bases fueron visualizadas utilizando el programa Bioedit. Con las secuencias
obtenidas se realiz6 un analisis bioinformatico en la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando la herramienta BLAST
(blast.ncbi.nlm.nih.gov), por sus siglas en inglés (Basic Local Alignment Search
Tool).

Es un programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea
de ADN, ARN o de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia
problema o secuencia query, contra una gran cantidad de secuencias que se
encuentren en una base de datos ya establecida y el algoritmo encuentra las
secuencias de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia
problema, es usado para encontrar probables genes homélogos. Por lo general,
cuando una nueva secuencia es obtenida, se usa el BLAST para compararla con
otras secuencias que han sido previamente caracterizadas, para asi poder inferir
su funcion y concordancia genética entre estas, ademas de ser la herramienta
mas usada para la anotacion y prediccion funcional de genes o secuencias
proteicas, determinando que todos los productos secuenciados corresponden a lo

gue se esperaba, es decir se tratara de los genes de interés para este estudio.

9. PCR Mdltiple.

Esta reaccion se llevd a cabo con las mismas condiciones de amplificacion
utilizadas en la estandarizacion de cada gen, la variante consistio en que se
coloco una mezcla de los iniciadores y los ADN’s en un mismo tubo de reaccién
manteniendo el volumen de reaccion de 25 pl. La ventaja de esta PCR es que
podemos obtener la identificacion de varios genes en una misma reaccion,
utilizando menor cantidad de reactivos y poca cantidad de muestra, ademas de

gue el analisis es mas rapido.
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RESULTADOS

1. Identificacion y aislamiento de las cepas de Enterobacterias usadas en el
estudio.

Las cepas utilizadas en este estudio se cultivaron en los medios: Eosina y Azul de
Metileno (EMB), Macconkey (McK) y Salmonella Shiguella (SS) para verificar la
identidad de las cepas y pureza, ademas de tener la certeza de que se estaria
trabajando con las cepas que correspondieran al grupo de las Gram negativas.
Los resultados de esta caracterizacion [Tabla 15] nos dieron la seguridad para
poder proseguir con los trabajos de este estudio.
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Tabla 15. Identificacion de las cepas por pruebas bioquimicas en los medios.
EMB, McK 'y SS

Cepas tipo EMB McK SS

E. coli Positivo

EHEC EDL933

EAEC 042 Negativo

EAEC 1

Positivo Negativo
EAEC 2

EPEC ATCC 43887 Positivo

EPEC 2348/69

ETEC B7A

ETEC ATCC 35401

Positivo Positivo

EIEC 1

Negativo
EIEC ATCC 43893

S. typhi

Negativo Negativo
S. tyiphimurium

V. cholerae O1 Inaba

Negativo

V. cholerae no O1 0139
Negativo Negativo

V. cholerae no O1

1A *
negativo a 0139 No crecio

V. parahaemolyticus No crecié*

S. sonnei

: Negativo** Negativo** Positivo
S. flexneri

*No crecio: Se refiere a que la cepa no presentd crecimiento en estos medios, posiblemente por el

estado de las cepas originales.

** Negativo: Se refiere a que el resultado de esta cepa fue el esperado, debido a que Salmonella

no tiene que crecer en el medio EMB ni McK.
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2. Alineamiento de secuencias de los genes de virulencia para el disefio de
oligonucledétidos utilizados para la identificacion de diferentes bacterias
enteropatdgenas.

Una vez seleccionados dichos iniciadores, se realizé un analisis bioinformético
para detectar diferentes secuencias de cada uno de ellos, dichas secuencias estan
almacenadas en las bases de datos de la pagina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/_del Genbank, y con ellas se realizé un
alineamiento multiple para identificar sitios conservados y especificos de cada
factor de virulencia para los diferentes subtipos de E. coli, y especies de
Salmonella, Shigella y Vibrio. Respectivamente, se efectué el disefio de
oligonucleétidos en sentido y antisentido para cada una de estas cepas, utilizando
el programa Clustal X version 1.81 (Thompson y col., 1997) y el programa
Seaview. El analisis de estos datos se muestra en las figuras 5 (A — K) mientras
gue en la Figura 5(A” - K") se muestran las secuencias de los oligonucledtidos en
sentido y antisentido asi como el tamafio del fragmento por amplificar para cada

uno de estos pares seleccionados.

A partir de estos alineamientos y con base en los sitios conservados se efectuo el
disefio de los primers para la amplificacion especifica de los fragmentos de los

genes gue en este estudio se contemplaron.
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Figura 5. Disefio de iniciadores para la identificacién de las diferentes cepas

de bacterias enteropatdgenas.

A) aeA identifica a los subtipos EHEC y EPEC (139 pb)

File T | Edt ™ | Hign ™ | Props | Sites T | Species T | Footers T | Search "_M’_Mlﬂ

! sel=) a4 36
H | cRag098sEalbertiiea
dRJ609834Ealbertiiea
eRJ0%833Ealbertiien
fRI60%8308albertiiea
qRIE09830Ealbertiien
jRJ609826Ealbertiiea
aGU344603ERECEPECint
bCICAUY44GU3RARCRPEC
hFI60%82%8eal ieaealp
1FJ609828Ecol ieaegam
kPUG09822Ec0l ieaeeps
1PI609820Re0 ieaeqan
1FJ60%14Ee0l ieaeeps
0FJ609808Eco] ieaelam
pPI60%802Ec0l ieaebet
qF70%801 Eeal ieaealp
rPIA03800Rc0l ieaeiot
SPUB72423Ecol ieaeZET
tRET2420 0l ieaeZET
SEeae
ANTISENeae
A’ GEN Sentido Antisentido Amplificado
(Tamafio del oligo) (Tamafio del oligo) (pb)
Intimina 237-264 (28) 354-376 (24) 139
(eaeA) GCAATTAATTTATCGACGATTTG GTGGTTAAGGCACTGTATTCAAAG
B) VT identifica subtipo EHEC (262 pb)
o o o o ] ] ] P T
g sel=} BEx) 1 sl 368 Jeq:11 Pos:621|616 [qERECIO0TTBVISACD945536]
akB0482228higatoxin? aBIABRI8higatonind 3 @ ¢
ARSI 22Shiatonind B Shigetocn?
dERECVTSHSUASUBABOL2 AEAECVISHSURSUBABOLZ 4 F
eEHECVISHSAAB12102 eEHECVISHSARBO12102 H
OS] I, ©
TERECVTSHSAAB012101 NERECVISHSARBO12100 H
YEHECO60TP1BGYTSAGDY IEHECOGQTPIBGVTSAGHY G 5
TERECOG0TRZBGVICU945 NERECOG0TRZBGVICIS H
TERECO60TPZBGIUAVTGU NEHECOR0TRZBGSUAVIGD G g
PERECL007TBTGU%4553 TEAECIO0TTBVIGNASSS g U
(EHECLOOTIBVISAGU945 QEAECIO0TTBVTSACU%S H
TEHECL0TIBVISBCU945 TERECIO0TTBVISBED3S
SENSEERECVT JENSEERECYT
ANTISENSEEHRECVT ANTISENGEEHECYT A ERE—
B’ GEN Sentido Antisentido Amplificado
(Tamafio del oligo) (Tamafio del oligo) (pb)
Verotoxina 366-387 (22) 606-628 (22) 262
(vT) GCCCGGTGTGACAACTATTTCC AGGAGCAGTTTCAGACAGTGCC
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C) bfpA identifica al subtipo EPEC (344 pb)
][ [ foun] G| e[

-/ 7 250
[ | anm3sa244EchEpas : % £ H T EEs =
=FN391180Ecol ibfpAbe z H £ E H
£FN391178Ecol ibinkbe g £ E B E
gFN391178EColibipabe £ E H : E
hEF011026EcolibetaTh £ £ £ |- -
128747834EColibiphbe £ E g . E
jAB247833Ecolibipibe | E B E E
£AB247906ECo] 1bfpabe £ £ E % %
12B247924Fcol ibfpad £ £ ¥ % E
1AF4T4407ECol ibetad £ E B £ E
cAF304486Ecelibetalb £ £ H : E
£AB364243EcalibipAZh £ £ E £ E
CEN391182Ecoibfphalp £ 5 E H d
mAM114103Ece]libfpRal g E H £ E
pDQ388534EcolibfpA E E £ £ H
13 13
|
| anB364244EchEpAG E £
eFN391180Fcalibfpabe g £
FFW391179Ecol ibipabe E £
gFW391178Ecol ibipabe g £
HEFD11026EcalibetaTh E £
1RB247934Fcol ibiphbe 5 £
jAB247933Ecol ibipabe g £
¥AB247926Fcol ibipabe g £
138247924Ecal ibiphY E 5
nAF47440TEcol ibetak = 5
cAF30448Ecol ibetalb E £
EAB364243Fcol ibfphh £
CPN391182Ecaibiphalp |5
ma114103Ecol ibfpaal 5
pDQ338534Ecol ibiph 3
SENSEDfA
ANTTSENSED! SEE.
(o N Sentido Antisentido Amplificado
(Tamafio del oligo) (Tamafio del oligo) (pb)
Bundle forming 103-128 (26) 424-447 (24) 344
pili TTTTACTACCAGTCTGCGTCTGATTC GATATTAACACCGTAGCCTTTCGC
(bfpA)

D) aggR identifica al subtipo EAEC (273 pb)
FﬂerlEd\tVlAhgnTlPropsrlSwtesVlSpewesTl FootersVlSearch‘l M M‘@

g/ sel=0 209 291
132523FAEcol1aggREim
218751Ecol1aggRAAFTY
SENSEaggR
Fi = | Eat ™| Wign 5 | props | sies 7 | pecies 7 | Footer 7 | Searn o Trees T ﬂl
| sel=0 434 Seq 4 Pos:470|1 [ANTISENSEaggR] 522
732523EAEcoliaggRfin G G G
718751Fcol1aggRAAFTT
SENSEaggR ~ —mmmmmmmmmmm oo
ANTISENSEAGQR ~ =====--=n===mmmmmssmmmmossooooooood] e I o
D’ GEN Sentido Antisentido Amplificado
(Tamafio del oligo) (Tamario del oligo) (pb)
Adhesina fimbrial 216-235 (20) 470-489 (20) 273
(aggR) CGCAATCAGATTAAGCAGCG GGAAAAGAAGCTTACAGCCG
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E) st

HET|EGIF‘AIi;|1T|Pm|mT‘SiInsT

Species T ‘ Fouters T

identifica al

Tress T

Hep

subtipo

ETEC

(163 pb)

] &
MIR23Eeolist

1331 EcolisTad

A9 8Reol ST
MIE34eEeolisTad
MI345FeoliSTal

AR EEeoliSTa
MI346FeoliSTad
0331 1Ecoliesthbueth
WID55EeoliSTa

T

i
I8

il

il

GEN

Sentido
(Tamafio del oligo)

Antisentido
(Tamaiio del oligo)

Amplificado
(pb)

Toxina
termoestable

(st)

56-80 (25
CTCAGGATGCTAAACCAGTAGAGTC

199-219 (21)
TTAATAGCACCCGGTACAAGC

163

F) virB identifica al subtipo EIEC y las cepas patdogenas de Shigella spp (144

pb)

File & | Edit © | Align © | Props © | Sites Vl Species Vl Footers | Search | M Trees & ﬂ

A
AL391753SE‘LE}CNERIVJ.I G
CP001062sBOYDIT
AF386526SFLEXNERIVir G

SFNCFi wmmga 3289

’

GEN Sentido Antisentido Amplificado
(Tamafio del oligo) (Tamaiio del oligo) (pb)
Gen de VirB 6-29 (24) VirB 115-139 (24) 144
virulencia GGATTTGTGCAACGACTTGTTAAG GGTTGACGAAGGTTAAATCTTGGAT
(virB)
G) VirF identifica al subtipo EIEC (297 pb)

File © | Edit © | Atian < | Props © | Sites © | secies © | Footers © | Search Goto: Troos < | Help|

sel=0 405 493
CPO01064Ecoli G GERG G G Gl G G G G GG
X16661SflexnerivirFC G CCHGH = G G G G G = = GGl
X584645dysenteriaevi G GCHG G G & G G Gl & Gl GG
CPOOOOS']SboydllVlrF G GENG G G| G G G| G G G (GG
CPO00039SsonneivirF G GCHCH & & G Gl G| & i G (GG
SENSE = [ e O e e
ANTESENSE. o e e e m o s e s e e e e
Fia v | 2t v | Aiign t | Propa ¥ [ Siten ¢ | Bpacian e e T | rata]
Al se1i-0
CPO01064Ecoli L- G | GERC] G (el GG
X1666lsflexnerivirF¢ G G ) & & G Gi € &
X58464sdysenteriaevi Gl Gl & s & Gl G & &
CPO000375boydiivirF Gl G Gl Ee & Gl (J (, c:
CPooooasssonnaivirE‘ G G & & & G
ANTESENSE  -------o-o-ooooo o CE BE R R e R

G’ GEN Sentido Antisentido Amplificado
(Tamafio del oligo) (Tamafio del oligo) (pb)
Activador 404-425 (22) 577 -601 (25) 197
transcripcional de la TGCCTTTTATCAGCTGTTTCTG ATGTTAATTTTTCACTCTCCAATCG
virulencia
(VirF)
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H) ITS identifica a las cepas de Salmonella  spp.

==
i
e

178 Seqf Ros:01115¢ [RFD46R20Tnterical SLSSrRRAITS) 3l

§

MRS SEtericalfS
A0 cREnterical6S
R

RATISENSE

'E Q4 Seqst PoscJ0R[36L [RFDAGRD0SEnterical FSL3SrRAITS)
HSTI I Setericaent .

AEMGRd5entericaent
AEMGASentericaent
AFOAGESEtrial
AEMGA] SEericalts
AFAGRSEterical
SE

HCAMTISENE

B H’ Sentido Antisentido Amplificado
(Tamafio del oligo) (Tamafio del oligo) (pb)

Espaciador 154-175 (22) 337-361 (25) 207
intergénico

(ITS) CCTGAATACTGCGTTGTGAAAT AAGTATTTTTTCGTAAACACTCACG

) Lt identifica al subtipo ETEC

Tl
i

fi

GEN Sentido Antisentido Amplificado
{(Tamaiio del oligo) (Tamario del oligo) (pb)
Enterotoxina 570-591 (22) 833-854 (22) 283
estable al |[AGCTTGGAGAGAAGAACCCTGG | CGGAGCTCCCCAGTCTATTACA
calor TGTAATAGACTGGGGAGCTCCG
Lt
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J) rtx-A identifica a las cepas de Vibrio spp.

v B B ey Ry Y
R R Y
SRR R R R
R

YRR YR
ot e e el
R S B e
P e

GEN Sentido Antisentido Amplificado
(Tamano del oligo) (Tamano del oligo) (pb)
Repeticiones 5812-5835 (25) 5909-5931 (23) 119
en la toxina
del éolora AGCAAGAGCATTGTTGTTCCTACC | GTCTAAGTGCGGTACAGGGAAGT
RTX-A

K) ctx-B identifica a las cepas de Vibrio spp.

VL0 b e SO
Foa | £ | i | Progs | s | pnces | oo | st i |

£ g@l=0 181  Seq:5 Poa: 29’1‘|29'.| [m{aﬂl?chaleraecum] 310
e : i

maem=i] EEE e e emmsmsmssmmsmmsamSasmmssssssSmsesmsssesssssssssessasssssasssassssssss

GEN Sentido Antisentido Amplificado
{Tamario del oligo) (Tamaiio del oligo) {pb)
ToxinaB 198-222 (25) 275-297 (23) 126

B TGCAACTTTITCAAGTAGAAGTACCA | CCCTGAGGATTGCATATCTTACT
c
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Figura 5. Disefio de iniciadores para la identificacion de las diferentes cepas de
bacterias enteropatdgenas; A) gen eaeA (EHEC); B) VT (EHEC); C) bfpA (EPEC);
D) aggR (EAEC); E) st (ETEC); F) virB (Shigella spp., EIEC); G) virF (EIEC); H)
ITS (Salmonella spp.); I) Lt (ETEC); J) rtx-A(Vibrio spp.); K) ctx-B (Vibrio spp.): En
los distintos incisos de las figuras se observan los alineamientos multiples de las
secuencias que codifican para cada uno de los determinantes de virulencia en las

diferentes cepas.
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3. Estandarizacion del método por PCR punto final de cada gen para la

identificacion de Enterobacterias (E. coli, Shigella, Salmonellay Vibrio).

Para la estandarizacion y amplificacién de cada fragmento de gen se utiliz6 el

ADN gendmico de cada una de las bacterias enteropatégenas de interés. La

reaccion de PCR punto final se efectué utilizando los oligonucleotidos respectivos

[Fig. 5 (A"-K")] y las condiciones de amplificacion que a continuacion se detallan

[Tabla 16, Tabla 17].

Tabla 16. Condiciones utilizadas para la amplificacion de los genes mediante

la reacciéon de PCR.

Concentracion
REACTIVO final en la | CANTIDAD (uL)
reaccion
Buffer 10x 1X 2.5 uL
MgCl, [25 mM] 1.5 mM 1.5 pL
DNTP’s [10 m] 0.2 mM 0.5 L
Oligo Sentido [0.5uM] | 9-° HM
Oligo Antisentido | 0.5 uM 0.5uL
[0.5uM]
DNA 3 L
Tag polimerasa 1.5 unidades 0.1 L
[1.0-2.5 unidades] '
H20 16.3 uL
volumen final 25 L

Tabla 17. Condiciones de amplificacién de la PCR.

PROGRAMA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion inicial | 94°C 5 min. 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seq.

Alineamiento 57°C 30 seq. 35
Extension 72°C 30 seq.

Extensidn final 72°C 10 min. 1
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Los fragmentos amplificados se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%. Para cada gel se utilizaron marcadores de talla molecular para
verificar el tamafio del fragmento amplificado; en cada una de las imagenes de los
geles se puede observar la amplificacién de los fragmentos esperados de los
genes considerados en este trabajo.

Con el fin de analizar la especificidad de los oligonucleétidos para cada gen, se
realizaron controles positivos y negativos de la amplificacion. Como control
positivo se utiliz6 una mezcla de todos los ADN’s de enterobacterias (Subtipos
patdgenos de E. coli; y especies patdégenas de Salmonella spp.; Shigella spp.;
Klebsiella spp.; Enterobacter spp.; Vibrio spp.; etc.), con los que se contaba en el
laboratorio donde se efectud este estudio. El control negativo correspondio a la
misma mezcla mencionada pero sin el ADN de la cepa que corresponde a la

amplificacion especifica del gen en cada reaccion [Figura 6(A- K)].

Como se muestra en la Figura 6 A, se obtuvo un amplificado de 139 pb;
correspondiente al gen eaeA, de acuerdo a los marcadores de talla molecular
(carril 1). Este amplificado de 139 pb se obtuvo con los ADN’s de las cepas
EHECedI933 y EPEC2348/69 (carril 2 y 3) no obstante para la cepa EPEC ATCC
43887 no se obtuvo amplificacion (carril 4). Sin embargo, si hubo fragmentos de
139 pb en el control positivo (carriles 5y 6) lo que demuestra la especificidad del
fragmento de gen utilizado, con las mezclas de ADN's y no asi en el control
negativo (carril7) sin ADN. Por ultimo para la reaccion sin ADN (carril 8) no se
observo ninguna banda de amplificacion y la finalidad de éste fue verificar que no

estuvieran contaminados lo reactivos.

De manera similar podemos verificar la amplificacion de los diferentes fragmentos
especificos de 302 pb (VT) para EHEC [B- carril 2]; de 344 pb (bfpA) para EPEC
[C- carriles 2 y 3]; de 313 pb (aggR) para EAEC [D- carriles 2,3y 4]; de 163 pb (St)
para ETEC [E- carriles 2 y 3]; de 283 pb (Lt) para ETEC [F-carriles 2 y 3]; de 133
pb (VirB) para EIEC [G- carril 3] y Shigella [G- carril 2]; de 197 pb (VirF) para EIEC
[H- carril 3] y Shigella [H- carril 2]; de 208 pb (ITS) para Salmonella [I- carriles
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2,3,4y 5]; de 126 pb (ctxB) para Vibrio spp [J- carriles 2 y 4]; de119 pb (rtxA) para
Vibrio spp [K- carriles 2,3 y 4].

Por lo que, con estos resultados podemos afirmar que logramos obtener
amplificados especificos de cada uno de los fragmentos de los genes de los
diferentes grupos de E. coli, Salmonella, Shigella y Vibrio.
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Figura 6. Analisis de la especificidad de los oligonucleoétidos utilizados para la
amplificacion de los fragmentos de los genes seleccionados como blancos
moleculares para la identificacion de subtipos Enteropatdogenos. En cada uno de
los geles (A-K) se sefiala el fragmento de ADN amplificado mediante PCR en cada
una de las cepas, incluyendo los controles positivos, negativos y el control de los
reactivos. En el carril 1 de cada gel se colocaron los marcadores de talla
molecular. Debajo de cada gel se anota el nombre del gen analizado, el subtipo de

enterobacteria o Vibrio sp. que identifica y el tamafio del amplificado esperado.
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4. Secuenciacion de los fragmentos amplificados de los genes de interés,
para la identificacién de los diferentes subtipos de E. coli y especies
patégenas de los géneros Salmonella, Shigellay Vibrio.

Para asegurar que los productos amplificados correspondieran a los genes de
bacterias enteropatdgenas utilizadas en este estudio, todos los productos de PCR
de los genes se secuenciaron como se describié en la metodologia. Los
electroferogramas [Fig. 7 (A - H)] y las secuencias de las bases fueron
visualizadas utilizando el programa Chromas 2.4.1. Con las secuencias obtenidas
se realiz6 un andlisis bioinformatico en la pagina del NCBI blast
(blast.ncbi.nlm.nih.gov), un ejemplo representativo de los resultados de este
analisis bioinformatico lo mostramos con los genes aggR y VT de E. coli, ITS de
Salmonella; y VirF de Shigella [Fig. 8 (A-D)], asi mismo todos los demas productos
secuenciados correspondieron a lo esperado. Es decir las secuencias obtenidas
son en un 100% igual a las secuencias que estan reportadas en las bases de
datos para cada gen aqui estudiado. A continuacion se muestran los

electroferogramas y los resultados de los analisis bioinformaticos.
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A) eaeA 139pb.

>eaeAEHEC+Fw

GCGAAATGATGAAGGCCGCGCCTGGTCAGCAGATCATTTTGCCACTCAAAAAACTTCCCTTTGAATACAGTGCCTTACCACATG
MR

=, ML—
>eaeAEHEC+Rev

AAAATGATCTGCTGACCAGGCGCGGCCTTCATCATTTCGCTTTCAGAACTGTATAAATGCTTATTCAACGACCAAATCGTCGATAAATTAATTGCA
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B) Vt 262 pb.

>VtEHEC+Fw

0 X % 4 N & 0 ¥ 4 W U W 13} 4 B M I WM W W AW W 1
GO0 O TN AT OO A T R O A A A T TT LA T TG TGO A

uh JJJMu.hmmm L ﬂlhuhmmmmfmﬂllhnnhh“hnﬂunhnmlmmui:ulhhﬂmtlmwn|.1UL|0duw |

>VIEHEC+Rev

WX 0 4 X & 0w B % W W W 1k 4 O oW I W W W W W B MW N
SCCICCCLCCTCAC AT LG AT N T T OO AL L OO G T AT LR A MO A A G O OO e

|
M (i tll“ui ﬂlMﬂhlllmnlme A o L.Jm L NU‘L.m Al
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C) bfpA 344 pb.

>bfpA EPEC+Fw

D2 % 4 % & 00 9 Wl om 143 153 153 1?:1 IEJ 15'3 ]Slﬂ ]13 O N W N’ 0N ® Wl
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>aagREAEC+Fw
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F) virB 144 pb.

>VirB SSonnei+Rev

0 1 0 4 il f 1 0 4 W m I 130
JCTTTTT(AGUA ACTT GECTTTQ T AAGQACTTTATT A CAGATCQACTCTALCICTTICT TTTCCCCTTCCT TIAL-CTT AACAAGTCET TCCACAATCCEARATTACCCTTCECCAALC A 6

M'&"'MWMMM '.. JMM M“M’ M“m\“nlh “l“‘lMll(“mdﬂ“ﬂlul”lhl h
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H) ITS 208 pb.

>|TS Salmonella+Fw

t] H ] ] " 1] 1] 0 N i il H il
AAGOCOTGOAATAAC GAAGCATACATCAGTATGTCAGTTATTT CACAACGCAGTATTCAG G ARAARTTAT COGTARAGAGGTTCT GACTACAC GATGGGGCTATAGCT CAGETGOGAGAGTGUCTGE

atasaa AV AN At AAANAN s A W\mf\f\m /\/\AMNA f\]\f\/\f\f\f\ ﬂAAA/\M/\J\AMAﬂAAAAAA/\AA/\/M[\A n[\n

>|TS Salmonella+Rev

1 R il H H 0 il i A H il W i
GOTTTOCACGCACGAGRTCTOCGETTCOATCCORCATAGCTCCACCATCTCGTGACTTTAACAMAATAT T CCTC TCA (A A G CCGRATTATCTTITTITTTT ACA CC CCLA TACCCTTCTAT

P

[l

-102 -



Figura 7. Electroferogramas (A-H) de las secuencias correspondientes a algunos
de los genes utilizados en este estudio, Se pueden observar partes de la cadena
en sentido y del antisentido, los picos de las bases nitrogenadas en distintos
colores cada una (A- verde, C-azul, G-negro y T-rojo) asi mismo se indica el

tamafo en pares de bases de cada uno de los fragmentos de los genes.



Licenciatura en Promocion de la Salud

A) El par de oligonucleétidos disefiados para un fragmento del gen VT

sirvié para identificar a cepas de E. coli.

——— —— - E 3 ®
CBBlast2 sequences (TEHECF) ’ t [

‘ r‘j tlest nchinl g Best i froed

CBI BLAST blastn sutel Formatfing Results - KRWGAXA0013
Editand Resubmt - Saie Search Stateges > Fomiatting ogfons  » Download

2sequences (VTEHECFW)

Results for: | 116260 VTEHECFW(ZB%MB )

QueryID 16280 Database Name nr
Description VTEHECFW Description A1l GenBank+EMBL-DDRJ+PDB sequences (bt no EST, STS, GSS enviranmental samples or
Molecule type nudeic zcid phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Query Length 738 Program BLASTN 2.5+ b Ciation

Other reports; i Search Summary [Tasonomy reports] [Distance tree of resuls]

Sequences producing significant alignments:

Accession ‘ Description ‘ Max score Total score Query coverage ‘ _ Evalue Max ident ‘ Links |
AB168111.1 Escherichia coli Q157:H- g, stx24, st28 genes for antiterminator Q protein, Shiga toxin 30 30 St 1105 5%
100113181 Escherichia phage TL-2011c, complete genome 38 5 8% Se-l0d %
1942031 Escherichia phage 1720a-02 Stx2d activatable A subunit (stx2dactA) gene, complete ce 383 35 % felld 9%
FREZ4DALI Escherichia coli ORF1, ORF2, ORF3, tRNA-lle, tRNA-Arg, stx2A and 5tx28 genes, isalate 383 35 % felld 9%
HOS80611  Escherichia coli strain 3024-94 Stx2d A subunit vaniant 2d (stx2dA) gene, complete cds i £ B felt4 9%
HO424811  Enterobactenia phage \T2phi_272, complete sequence ki 35 9% Se-104 5%
f252459.1 Escherichia coli stx2A gene for Shiga toxin 2 A-subunit and stx28 gene for Shiga toin2 385 385 Pt Sell4 5%
fN252456.1 Escherichia coli stx2A gene for Shiga toxin 2 A-subunit and stx28 gene for Shiga toin2 383 ki St Se-104 5%
GUSBSLL  Escherichia coli Q157:H7 isalate 00FQ78 insertion sequence IS 1203v hypothetical prote 382 385 5% Se-104 9%
GL983683.2 Escherichia coli 0157:H7 isolate BRY24 insrtion sequence IS 1203v hypothetical proteir 383 35 % felld 9%
APOL0358.L Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 DNA, complete genome 3 383 5% Seli4 5%
F182287.L Escherichia coli stx2Adact gene for shiga toxin 2d activatable subunit A and stx2dB gen 36 35 8% be-104 9%
FH33886L.1 Escherichia coli stx2vA and stx2vB genes for shiga toxin 2v subunits A and B, stran TS0~ 385 385 Pt Sell4 5%
F8SEB0L  Escherichia coli stx2vA and st2vB genes for shiga toxin 2v subunits A and B, strain TS~ 22 ] Sl sl 5%

>[]dbj|33163111.1| Escherichia coli C©157:H- g, stx2h, =stx?B genes for antiterminator
Q protein, Shiga toxin 2 A subunitc, Shiga toxin 2 B subunic,

complete cds, strain: Thai-13

Length=2935

Score = 390 bits (211), Expect
Identities = 216/218 (99%9%), Gaps
Strand=Plus/Plus

2e-105
1/218 (0%)

Query 21 CCACTCIGC-ACEIGTICGCAGCECIGEARCETIICCEEARATGCARATCAGTCGTICACICAC 78

LEEEE e e e e e e e e e v e et
Sbjet 2104 CCACTCTGCARCGIGTCGCAGCGCTGEAACGTTCCGGAATGCARATCAGTCGICACTCAC 2163

Query 80 TGGTTTCATCATATCTGGCGTTRATGGAGTTCAGT GETARTACAATGACCAGRGRATGCAT 138

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 2184 TG CATCATATCTGGCGITAATGEAGTICAGTGETARTACAATGACCAGRGATECAT 2223

Query 140 CCAGRGCAGTTCTGCGTTTTGCTCACTGTCACRAGCAGRAGCCTTACGCTTCAGGCAGATAC 199

FEELERE R E e e e e e e e e e e e il
Shjet 2224 CCAGRGCAGTTCIGCGTTTIGTCACTGTCACAGCAGRAGCCTTACGCTTCAGGCRGATAC 2283

Query 200 AGRGRGRATTTCGTCAGGCRACTGTCGRARACTGCTCCT 237

FEELERTRE e e el rrrnerrrnnnl
Sbjct 2284 AGAGAGRATTTCGTCAGGCACTGTCTARRACTGCTCCT 2321
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B) El par de oligonucleoétidos disefiados para un fragmento del gen aggR
sirvié para identificar a cepas de E. coli.

L SRR Sy Sy e

Rt

(..\

N

Edit and Resubmit - Save Search Strategies  »Fomating agtions b Downloag
2sequences (aggREAECTFw)

Resutsfor: | kAL ity [« 0

QueryID 1c/[13806 Database Name nr
Description agoREAECIFw Description Al GenBank+EMBL+DDBJ+RDB sequences (but no EST, TS, GSS,emvironmental samples or
Molecule type nucleic acid phase 0, 1 or 2 HGS sequences)
Query Length 251 Program BLASTN 2.2.26+ b Cltation

inlmniy

(Other reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

Sequences producing significant alignments:

Accession ‘ Description Max score Total score Query coverage b Evalue ‘ Max ident ‘ Links |
FSS4TELL acheichia colf 042 plasmid pA complete sequence o o 7% 115 9%
HEG03I1L.L Escherichia coli HUSEC4L plasmid pHUSEC41-2 complete sequence 40 a0 7% 108 %%
CUs61552  Escherichia cal str, 55989 plasmid 55989, complete genome ) 43 9% de108 %%
ARIIOSLL Escheichia colf strain 55989 plasmid pAA-Tke agg3 gene cluster, complete sequence a0 43 7% 3108 5% 6
23353, E.coli agoR gene for fimbrial adhesin 413 4 9% 3109 96%
287511 E.coli agoR gene for AAF/ regulator protein a 3 T 3109 5%
AB2EE451 Escherichia coli plasmid pO86AL DNA, complete sequence e} k] 7% fe-101 4%
O Nignments

ClSdect Al Get selected sequences Distance tree of results

ﬂemmISElTET‘lI Escherichia coli 042 plasmid phd complete sequence
Lengih=

Score = 424 bits (229), Expect = Ze-115
Tdentities = 241/246 (%8%), Gaps = /246 (13)
Strand=Plus/Minus

Quezy 5 AGACGCCT-ACGEATGCCCTGATGRTCATATACGRANTATCARMETAGKTGCTIGIART €3

LU T TR T
Shjet 41634 AGACGCCTARAGGATECCCTRATGATAMTATACCERATATCARAACTAGRIGCTICIART 41575

(uery 64 TGTCCGANTTGRTCRARRGGARTARTTGTAGCTEATGCTGACGRTICTETATTAGRTACK

A
Spjet 41574 TICCGARTTGRTCARRAGEARTAATTETARCTCRTCCTGACEATICICIATIAGRIACE 41515

(uery 124 TTCAAGAGTATCGRTARTAATGATGATTCAAGRATTACTTCAGRTTIGATATAICIIATA 183
TR

Sojet 41514 TICARGAGTATCGATARTAATGATGATICARGIATIACTICAGATTIGATATATCIINIR 41459

Query 184 TCARRGATCGRARACAAC::::qe TTATAGRGTCARTTTATATRICGECTG-ARGCCTT
TR T 1
Sojet 41454 TCARRGATCEARAACAACDAAMMMTTATAGRETCANTTIATATATCERCTETANGC-TT 4134

4]

Query 243 CITTIC 248
M
Shjet 41393 CTTTIC 41390
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C) El par de oligonucleétidos disefiados para un fragmento del gen ITS

sirvié para identificar a cepas de Salmonella.

) BLAST®
[Sian In] Redist

Home ' RecentResults ~Saved Strategies ~Help

iastn surle/ Formatting Resuits -

Edit and Resubmit - Save Search Strategies b Fomatfing options 5 Download
2 sequences (ITSSTyphimFw)

Results for: | Hdss2 TSSTphinfSee) |+) ©

QueryID dl|44542 Database Name nr

Description ITSSTyphimFw
Moleculetype nudeic acid
Query Length 356

Description Al GenBank+EMBL+DDBI+PDB sequences (bt no EST, STS, GSS nvironmental samples or
phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Program BLASTN 2.2.26+ b Citation

Qther reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of resuits

Legend forlinks to ather resaurces: [D UniGene E GEO E Gene E Stucture Eﬂ MapV\ewm PubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession ‘ Description ‘ Max score Total score ‘ Query coverage ‘ _ Evalee Max dent ‘ Links ‘
CPO0E78.L Salmonela entenca subsp. enterica serovar Typhi str. P-st-12, complete genome i 2608 &% &4 %
CPO03047.1 Galmanella enterica subsp. enterica serovar Gallnarum/pullorum str. RKS5078, complete Fiil 1644 8% 247 5%
Comozeted Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurum str. UK- 1, complete genome kil 14 % 147 9%
CPO04E7.L Salmonela enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. ST4/74, complete genome 2L 1542 &% il 5%
APOL1957.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str, T000240 DNA, complete g~ 330 1726 8% el %
PRI Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhmurium SL1344 genome &l 1842 3% il 9%
CPO0L33.L Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. 140285, complete genome 3L 198 % g7 5%
4244051 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str, D23580 complete genome Eiil 1942 8% 247 5%
AEOG4681 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2, complete genome A 14 % &4 %
ANS33172.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Ententidis str. P125109 complete genome B 055 3% 27 9%
CPRO0L38.L Sglmonella enterica subsp. enterica serovar Agona sir, 51463, complete genome st 164 8% lall 5%
CO01197.0 Calmanalls antaries euhen antarin carmusr Grhwsrranamind et (UM10RY romnlate i 341 104 8% %641 o0

>ngIC“P0032?-?.lI El Salmonella enterica subsp. enterica serovar Iyphi str. P-atx-12,
complete genome
Length=4768352
Sort alignments for this subject sequence by:
E value Score Percent identity
Query staft poaificn Subject atart peositicn
Score = 331 bita (179), Expect = 2e-87
Identities = 1817182 (99%), Gaps = 0/182 (0%)
Strand=Plus/Minua
Query 2 CACCTACTGATGIATGCITCGITATICCACGCCTIGICTCAGGRARAATTATCGETARRG 61
PO PR e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 2688974 CACATACTGATGTATGCTTCEITATTCCACGCCTIGTCTCLAGGARAMATIATCGGTAAAG 26828915
Query 62 ABETTCTGACTACACGATGEGGCTATAGCTCAGCTGEEAGAGCECCTECTTTRCACGCAE 121
PELLELEERELE e r e e e e e e et
Sbjct 2688914 AGGTTCTGACTACACGATGGGGCIATAGCTCAGCIGGEAGAGCGCCTGCITIGCACGCAG 2688855
Query 122 GAGETCIGCGETTCEATCCCGCATAGCTCCACCATCTCATGAGTGTTTACGARARRATAC 181
III\IIIIIIIHIIIIIII\IIIIIIII\IIIIIIII\IIIIIIII\IIIIIIII\III
Sbjct 2688854 GAGGTCTECGETTCEATCCCECATAGCTCCACCATCTCGTGAGTGTTTACGAARARATAC 26828795
Query 182 TT 183
Il
Sbjct 2638794 TT 2688793
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D) El par de oligonucledétidos disefiados para un fragmento del gen VirF

sirvié para identificar a cepas de Shigella.

0 o (X0 0% bt ooy 140005 potsbarkbogteructoptton kst etar 7+ o

2 soquences (VIFSSonnettFu)

Rty fort || 410270 WFSSovnuiobin(1) ) vy
Query 1D 1|52 Database Nare 1
Description \ViF§fannaitfy Description Al Ganbank+EMBLA0DRI P08 sequances (bt no £5T, 475,
Molocule type nudaic acd G095, amironmantsl samplar or phate 0, § or 2 NTOS
Quory Longth 174 100uaNie))

Program  BLASTH 22,26+ P Cltatl

Othar reports) ® faaich Summaty [Tacenomy repoda) (Ritance e ol

Sequences preducing significant ali t:

Accession Description :ﬁ % c‘?ﬁe ‘_ "BEE ‘ imeﬁ Links
HEA16529.1 Shigella sonnei 535 plasmid &, complete genome 285 285 a5% fe-T4 5%
croo1384.1 Shigella flexneri 2002017 plasrnid pSFxy_L, complete sequence 285 285 95% fe-Td 5%
CPO01064.1 Escherichia coli 53638 plasmid pS3638_226, complete sequence 285 285 5% Ge-Td 5%
AF326526.1 Shigella flexneri 2a str, 301 virulence plasmid pCP301, complete. 285 285 95% fe-74 98%
Av206433.1 Shigella flexneri plasmid pINY_F&_M1382 VirF {virF) gene, compl 285 283 5% Be-T4 5%
AL331753.1 Shigella flexneri virulence plasmid pwR100: from 1 to 213494 285 285 959% fe-Td 95%
AF348706.1 Shigella flexneri 5a plasmid virdlence plasmid pWwRS0L, complete 283 283 5% Be-74 8%
#1e6611 5 flexneri 2a 140-megadalton plasmid wirF gene 285 283 5% Be-T4 5%
Hi3d464.1 5. dysenteriae virF gene 285 285 955, Ge-T74 EELS
CP000037.1 Shigella boydii Sb227 plasmid pSB4_227, complete sequence 285 283 ¥5% Be-T4 8%
CP00003%.1 Shigella sonnei Ss046 plasmid pS5_046, complete sequence 85 285 95% Be-T4 8%
A¥E79342.1 Shigella flexneri plasmid psFs, complete sequence 285 285 95% Ee-74 98%
M29172.1  5.flexneri 2a plasmid virF locus encoding two ORF's, complete cd - 285 285 95% fe-74 98%
CRO01062.1 Shigells boydil CDC 3083-94 plasmid pB3512_211, complete seq 279 279 95% 3e-T2 aT%

}DEbICPUUlUBQ.lI E Escherichia coli 52628 plasmid pS262§_ZEF, conplets saquence
Length=Zz5682

Features in this= part of subject =mequence:
transcriptional actiwvator of wirulence loci

Score = 255 bits (154), Expect
ldentities = 163/ 167 (93%), Gaps
Etrand=Flus/Flur

Be-Td
14167 (1%

Query & TTT-TATFCTTCGAT BT CEET AFCTTCTT CTCTT AGTTTTT CT AT C AFAT AAFFALEAT &6
LD TP P PR e rrreng
Shjet Zl58d6 TTTATATACTTCGATATCFATAGCTTCTTCTCTTAGTTTTTCT GATCAFAT AAFFAAFAT 215905
fuery 67 TETTFa22222a0 AT CEAGAAGAGAT GGCFTCTTTCT AT ATTTCALAT AACTTRAATTT 126
FEVEEEEEEEEE e e e e e e E e e e e
Sbjct  Z18906 TOTTRAAAAAAACATCFAFAAGAGAT FFCFTCTTTCTFAT ATTTCARAT AACTTFAATTT 216965
fuery LEY ATCAGRAATAGCT GTT AFARAAC GATT GRAGAGT GALALATTAACAT 171
TEEELEREEE TR L e e e e e e rrrnnl
Shiet ZILEPE6 ATCAGRAATAGCIGTTAFARAACGAITGRAFAGTGAARAATTAACAT 219012

}ngIBFSSESEE.lI E] Shigella flexneri 2a str. 301 virulence plasmid pCP30Ll, complete
=aquence
Length=221615

Features in this= part of =ubject =equence:
VirF, member of the Aral family of transcriptional actiwa...

Score = ZE5 bits [L154), Expect = f2-Td
Identities = 163/ 167 [98%), Gaps = 1LF167 (1%)
Strand=Flus/Minus

Query & TTT-TATECTTCEAT 6T CE6T AGCTT CTTCT CTTAGTTTTT CT FAT CAGAT AAGFARGAT 66
EE T PR e Peer e e e e e e e e e e e e e e ey
Shict #6500 TTTATATACTTCGATATCGATAGCTTCTTOTCTTAGTTTTTIT RAT CAGAT AAGFAAGAT 26741

Query &7 TETThraaaaaaal AT CEAFRAGAFAT GELET CTTT CT GAT ATTT CALAT AACTT FAATTT 126
FECEEEEREREEE e e e e e e e e e e e e e e e
Shiet 26740 TCTTGARAAAARACATCRAFAAGAGAT GECETCTTTCT GATATTTCARATAACTTFAATTT 26681
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Figura 8. Analisis bioinformatico (BLAST) de los genes secuenciados (A, B), aggR
y VT de E. coli, (C), ITS de Salmonella y (D), VirF de Shigella en donde se

muestra el porcentaje de identidad de cada uno de estos.
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5. PCR Multiple punto final para el diagnostico de Enterobacterias.

Una vez realizada la técnica de PCR para cada uno de los genes de los diferentes
subtipos de E. coli y diferentes especies patogénicas de los géneros de
Salmonella, Shigella y Vibrio, se estandarizé la PCR multiplex. Esto, como ya se
dijo con la finalidad de que en una sola mezcla de reaccién se lograran amplificar

la mayoria de los genes.

Como podemos ver en las figuras 9 y 10 se obtuvieron los amplificados de los
genes VT, ST y VirB [Fig. 9] (carril 2) para EHEC, ETEC, EIEC y Shigella
respectivamente. En tanto que otra combinacion permitié visualizar los productos
de la PCR para los genes bfpA, VirF y eaeA [Fig. 9] (carril 3) para EPEC, EIEC y
EHEC respectivamente. De igual forma en otras mezclas se logro amplificar 3
genes bfpA, aggR y rtxA [Fig.10] (carril 2) para EPEC, EAEC y Vibrio
respectivamente. Al igual que en otra reaccion se logro amplificar eaeA y LT
[Fig.10] (carril 3) para EHEC, EPEC y ETEC respectivamente. Por ultimo, se
amplificaron en otra mezcla de reaccion los genes VT, ITS y ctxB [Fig.10] (carril 4)

para EHEC, Salmonella, y Vibrio.

Estos resultados aportan claramente informacion que nos permite proponer el uso
de este método para la identificacion multiple de subtipos de especies diferentes
de enteropatégenos, lo que seria de gran utilidad en el establecimiento de
protocolos de diagndstico con ahorro de recursos y tiempo, el cual podria ser

propuesto a las autoridades sanitarias para su validacion e implementacion.
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Figura 9. Gel de agarosa al 2% en donde se corrieron los productos de la PCR
multiple que podria ser utilizada como un nuevo método o diagnostico. En el
carril 2 se observa que en la misma reaccion de PCR se logro la identificacion
de los subtipos EHEC (gen Vt), ETEC (gen St), EIEC y el género Shigella spp
(gen virB). En el carril 3 se observa que utilizando otra combinacion de oligos
se pueden identificar los subtipos EPEC (gen bfpA), EIEC (gen virF) y EHEC

(gen eaeA).
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Figura 10. Gel de agarosa al 2% en donde se corrieron los productos de
amplificacion de la PCR multiple. En el carril 2 se observa que en la misma mezcla
de reaccion se amplificaron los fragmentos genes bfpA, aggR y rtxA; en el carril 3
la mezcla de los genes eaeA y LTy en el carril 4 la combinacion de oligos para la

mezcla de los genes VT, ITS y ctxB.
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6. Aplicacion del método estandarizado de PCR Multiple para la
amplificaciéon de genes de virulencia de enteropatdgenos en muestras
clinicas de infantes para utilizarse en el diagnostico de EDA’s.

Después de estandarizar las diferentes PCR multiplex de los genes de virulencia,
el siguiente paso fue poner a prueba el diagnéstico para verificar la especificidad
utilizando muestras clinicas de infantes con diagnéstico positivo a enfermedades
diarreicas; para con esto posteriormente proponer un nuevo método diagnéstico
de biologia molecular de bacterias enteropatdgenas.

Primero se obtuvo el ADN de los aislados clinicos por los dos métodos descritos,
en el apartado de material y métodos [Figuras 11 y 12], una vez obtenido el DNA
se procedi6 a correr las muestras de los acidos nucleicos para verificar la
estabilidad y pureza.
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Fig.11 Geles de agarosa al 1 % de los diferentes ADN, obtenidas mediante la
extraccion con el kit de extraccion de DNA genémico de QIAGEN correspondiente
a aislados clinicos de pacientes.

Fig.12 Geles de agarosa al 1% de las diferentes ADN, obtenidos mediante la
extraccion con fenol correspondiente a aislados clinicos de pacientes.
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Después de haber obtenido el ADN de cada una de las muestras clinicas se
evalud la viabilidad que tendria el método de diagnéstico por PCR multiple en el
uso clinico. Para lo cual, se efectud el disefio de la PCR utilizando en esta 28
muestras clinicas, previamente identificadas con base en el corrimiento
electroforético y cuando se observd mayor cantidad de ADN y en mejores
condiciones.

Como primer paso se realizaron mezclas de 5 ADN's de los 28 seleccionados,
esto se realizd por duplicado y a esta mezcla se le afiadieron cada uno de los
pares de primers, para un ensayo multiple de los genes de virulencia VT, ITS,
VirB, esthA; mientras que un segundo multiple contenia los pares de primers de
los genes bfpA, VirF, aggR, eaeA.

En los resultados de cada una de estas PCR multiples se puede verificar la
ausencia o presencia de los diferentes genes de virulencia que identifican a las
cepas de E.coli, Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae. Esto con la ayuda de un
marcador de talla molecular con el cual se compararon cada uno de los
fragmentos de los genes, los cuales se habian disefiado para un tamafo
especifico [Figura 13].

Lo que podemos observar es que en cada uno de los carriles hay presencia de
amplificados cercanos al tamafio de los fragmentos de los genes utilizados en
cada reaccion del multiple.
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Fig. 13 Gel de agarosa al 2% en donde se visualizan los productos de la PCR
multiple utilizando el ADN de aislados clinicos. En el carril 1 estad el marcador de
talla molecular, en cada carril del 2 al 10 esta la mezcla de 5 diferentes ADN’s. Del
carril 2 al 6 mezcla del ADN mencionado con la mezcla de los pares de oligos que
se utilizaron VT, ITS, VirB y esthA. En los carriles del carril 7 al carril 10 la mezcla
del ADN mencionado con la mezcla de los pares de oligos de bfpA, VirF, aggR,
eaeA. En los carriles 2-7 y 9,10 se presentan amplificados muy cercanos al
tamafo esperado de los fragmentos de los genes. En los carriles 3 y 8 no se
observan amplificados.
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Por otra parte, se realizaron PCR multiples utilizando un solo ADN de cada
muestra clinica, con cada una de las dos mezclas de los pares de oligos que ya
mencionamos. En el carril 1 se encuentra el marcador de talla molecular, del carril
2 al 10 se observan los amplificados de los genes. En el carril 4 VirB (133pb)
esthA (166pb), en el carril 5 ITS (208 pb) y en el carril 8 esthA (166 pb).

En los carriles restantes (3, 6, 7, 9 y 10) no se puede apreciar la amplificaciéon de
algun fragmento en el corrimiento electroforético [Figura 14].
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Fig.14 Gel de agarosa al 2% en donde se observan los amplificados obtenidos
con el primer Multiple realizado con el ADN de los aislados clinicos. En este gel
podemos observar la presencia de 4 amplificados en diferentes carriles, cada uno
corresponde al tamafio esperado de acuerdo al disefio de los oligos. En el carril 1
el marcador de talla molecular, carrii 4 amplificado de dos bandas que
corresponden a los tamafios de los fragmentos VirB y esthA, carril 5 amplificado
de ITS y carril 8 amplificado que corresponde a esthA.

En los carriles restantes (2, 3, 6, 7, 9 y 10) no se puede apreciar la amplificacion
de algun fragmento en este primer corrimiento electroforético.
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Por causas ajenas al propio proyecto y al lugar en donde se estaba realizando
este trabajo, no se pudo continuar con los ensayos de estas PCR's mudltiples.
Tampoco se pudieron hacer mas experimentos para corroborar la especificidad de
cada uno de los pares de oligos para identificar cepas y subtipos de E.coli,
Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae. No obstante, con los resultados expuestos
hasta aqui se puede verificar en un principio la alta especificidad y reproducibilidad
de la técnica, en las cepas tipo; y podria ser que en un futuro ésta pueda ser
utilizada en mas muestras clinicas, con el fin de realizar una Vigilancia
Epidemiologica mas adecuada e idonea. Estos resultados presentados aqui con
algunas muestras clinicas son parciales, pero pueden ser abordados o
complementados en futuras tesis.
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DISCUSION

Tradicionalmente los problemas de salud pueden ser abordados con una logica
basada en el uso de tecnologias para la prevencion, el diagnéstico y el tratamiento
de las enfermedades. Aunque son eficaces, en el plano individual, -ya que son
trascendentes en su identificacion y atencion-, estan limitadas y desvinculadas con
relacién a las necesidades y contextos sociales de salud que intervienen en la
aparicion y persistencia de tales enfermedades; y es aqui, donde el campo de la
Promocion de la Salud cobra importancia. Es a través de esta disciplina, que hoy
podemos incorporar la idea de atender las necesidades sociales en salud de
caracter colectivo, superando las posturas que establecen que el problema de
salud es solo la cura de una enfermedad, o bien el dafio o riesgo de un individuo
solo en el terreno biologico. Esta vision establece como una necesidad el abrir el

tema de Salud a su contexto social y a las problematicas y necesidades actuales.

El reto en esta Tesis ha sido doble. Por un lado, su desarrollo experimental en el
terreno biolégico ha permitido conocer la perspectiva tecnoldgica para abordar un
problema de Salud Publica como es la Enfermedad Diarreica Aguda, a traves del
desarrollo de un método molecular para la deteccion de enterobacterias. Por otro
lado, tedricamente, la contextualizacion de las EDA’s a través de la Promocion de
la Salud, para identificar su campo de accion bajo su vision integradora. De este
modo queremos discutir la importancia del método experimental que aqui
reportamos, como una herramienta para la Vigilancia Epidemiologica y discriminar
sus alcances respecto de las acciones que por su parte podria realizar el Promotor
de la Salud. En el Diagrama 1 hemos integrado dos visiones para un mismo
problema de Salud Publica. Hemos puesto a las EDA’s como el tema central, en
torno al cual se desarrollan las estrategias para su abordaje, buscando asi discutir

el papel multidisciplinario que puede alcanzar el Promotor de la Salud.

Primeramente, podemos plantearnos que los principales agentes infecciosos
enteropatdégenos que contribuyen en México a mantener las tasas de morbilidad y
mortalidad de las EDA’s, han sido definidos como agentes etioldgicos re-

emergentes debido a determinantes como la migracién, resultado de Ila
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globalizacion, las condiciones socioeconomicas y ambientales, asi como la
pobreza, inequidad y saneamiento deficiente (Promocion de la Salud: Una
antologia, 1999). Asi que tenemos por un lado, un elemento biolégico que
determina el Proceso Salud-Enfermedad, para el individuo y por otro lado, el
conjunto de Determinantes de la Salud que inciden en la aparicién, emergencia,

reemergencia y prevalencia del problema en su dimension social.

Diagrama 1. Dos campos estratégicos para el abordaje de las EDA’s

Determinantes de la Enfermedad Diarreica ‘ . o )
salud Aguda EDA b Bacterias Cienciaytecnologia

Patogenas
*Servicios sanitarios

*Medio Ambiente
*"Estilos de Vida
*BiologiaHumana

Diagnostico Molecular ‘

( Promotorde la a Actores de la \
\_ Salud / Salud
-_Publica
PROMOCION DE LA T I v VIGILANCIA
SALUD ! COMUNIDAD EPIDEMIOLOGICA
L POBLACION
* ié 1 i * Monitoreo -
Atencion primaria . o )
de Salud e ; "éPIDEMIAé" . Redes_dg \_flgnanma
*Diagn ostico >/ epidemiolégica
Comunitario e * Laboratorios regionaleg
* Intervenciones
PROMOCION PREVENCION

El valor de un nuevo método de diagnéstico molecular en la Vigilancia

epidemiolégica

Consideramos que esta tesis tiene un valor en el terreno tecnolégico, ya que
logramos el desarrollo de un método de diagndéstico usando biologia molecular
para la deteccién de genes de enterobacterias causantes de EDA’s. Su aplicacion
en la cadena de acciones para la Vigilancia Epidemiolégica constituye parte de la
Prevencion en Salud. Hay que resaltar que su uso no adquiere importancia en el

diagndstico médico en si mismo, sino en el diagndéstico con valor epidemioldgico,
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de modo que desde este punto de vista podemos considerar que su
establecimiento puede representar una accion complementaria a los trabajos que
podrian realizarse desde la Promocion de Salud, particularmente en los casos de
un brote epidémico.

El método presenta ventajas sobre los métodos tradicionales, ya que en la
actualidad el diagnostico para Enterobacterias, incluyendo varias especies de
Vibrio spp, Salmonella ssp. y Shigella ssp., se realiza mediante protocolos
establecidos con metodologias microbiologicas de aislamiento de las bacterias y
un posterior analisis bioquimico y serolégico. Solo bajo ciertos criterios, se recurre
a los métodos moleculares. Cabe resaltar que en estos protocolos no estan
incluidos los diferentes grupos de E. coli enteropatdgenos, salvo si hay sospecha
de algun brote epidémico (Secretaria de Salud, 2016). Tales metodologias para el
diagnostico de enterobacterias, en comparacion con este nuevo método molecular
gue hemos desarrollado, presentan varias desventajas, como son su costo y el
tiempo de espera para obtener el resultado basado en cultivos bacterianos. Que
no sobra decir que en los casos de brotes epidémicos resulta ineficaz. Esto
demuestra la relevancia de los resultados de esta tesis, dado que aqui se ha
desarrollado un método molecular que sirve para la identificacion y subtipificacion

de los principales agentes etiologicos de las EDA’s.

De modo que el método desarrollado en este trabajo nos permite identificar genes
de virulencia de E.coli que diferencian entre los cinco subtipos (EPEC, ETEC,
EHEC, EIEC, EAEC); especies del género de Salmonella: (S. typhi y S.
typhimurium); especies de género Shigella: (S. sonnei y S. flexneri); especies del
género Vibrio tales como: V. cholerae 01 Inaba, V. cholerae no 01 0139, V.
cholerae no. 01 negativo a 0139, V, parahaemolyticus. Lo que significa que esta
metodologia podria representar un gran avance en la deteccién con un alto nivel

de sensibilidad y especificidad de patégenos entéricos.

Para ello nos basamos en el uso de secuencias especificas de ADN de genes de
virulencia. Empleando la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR), fue posible identificar diferentes géneros y subtipos de enteropatégenos.
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Los resultados presentan datos importantes, ya que a nivel de cepas de
laboratorio, la prueba fue capaz de identificar las enterobacterias de referencia y
de distinguir de entre éstas los subtipos a los cuales pertenecian.

Posteriormente, se probd el método experimentalmente con algunos aislados
clinicos donados por instituciones de salud y que provenian de pacientes con un
diagnostico positivo a EDA’s mediante diagnoéstico tradicional. El método es capaz
de identificar y distinguir las cepas que se encontraban en las muestras diarreicas
de los pacientes. Cabe mencionar que al aplicar este método no se necesita una
muestra grande de materia fecal para realizar el diagnéstico cuando se emplea.
No obstante, es importante sefialar que es necesario realizar mas experimentos
para probar la reproducibilidad de la técnica. Por otro lado, el método detecta con
especificidad bacterias aisladas de muestras clinicas de diferente género en una
misma reaccion de PCR mdltiple, lo que proyecta su alto potencial para el
diagnaostico epidemiologico.

Los datos epidemioldgicos de las EDA’s que actualmente tenemos siguen
evidenciando su prevalencia en Meéxico, esto se ve reflejado por el nimero de
casos y las tasas de mortalidad que se continla presentando, aunque se tendria
gue reconocer que los datos podrian registrarse con mayor prevalencia por un
posible mal diagnostico. Las cifras muestran que las EDA’s siguen siendo una de
las principales causas de mortalidad en menores de 5 afos. (Subsecretaria de

Prevencion y Promocion de la Salud, 2008)

Estos resultados experimentales en su conjunto, determinan que el método que
aqui proponemos representa, por lo tanto, una excelente herramienta que puede

servir para la Vigilancia Epidemiolégica en México.

Sabemos que la Vigilancia Epidemioldgica tiene el propésito de recopilar datos
estadisticos sobre la prevalencia, emergencia, o re-emergencia de enfermedades
infecciosas, puede establecer varias estrategias, tales como las que se basan en
aplicar cuestionarios a la poblacion, implementar sistemas Centinela, a través de

laboratorios y clinicas o la Vigilancia basada en los laboratorios Centrales de
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Diagnéstico. Esta dltima estrategia puede ser a su vez parte de un sistema de
redes de Vigilancia. Asi entonces, la tecnologia desarrollada a través de la
optimizacion de un método molecular para subtipificar enteropatégenos, podria
formar parte esencial de las estrategias seguidas en los laboratorios para hacer

frente a un mejor monitoreo epidemioldgico.

Esto mismo con la idea de mejorar la toma de decisiones por los actores centrales
de las instituciones de salud ante una contingencia epidémica. Actualmente la
Vigilancia Epidemiol6gica en México depende del SINAVE y a través del CEVECE
genera un numero de datos estadisticos sobre 114 enfermedades incluyendo las
EDA’s. Este sistema lo que arroja es informaciéon epidemiolégica sobre la
prevalencia de estas 114 enfermedades. En estos mismos se refleja el hecho de
gue siguen faltando politicas, planes y programas en salud, ademas de acciones
desde la propia Promocion de la Salud que puedan ser eficientes para combatir y
controlar estos patdogenos causantes de enfermedades entéricas principalmente

en nifos.
La VE para el problema de las EDA’s y su vinculo con la PS.

La Vigilancia Epidemiolégica nos permite realizar un registro continuo para el
seguimiento del estatus sanitario o de determinantes de riesgo en una poblacion,
asi para las EDA’s seria importante la implementaciéon de un instrumento de
registro de los sintomas primarios, datos generales: edad, sexo, estado nutricional
y otros relacionados a su calidad de vida, como los servicios y estado de la
vivienda, condiciones ambientales, sociales y culturales de sus alrededores, lugar
geografico en el que vive y la fauna con la que se esta en contacto. La
recopilacion de los datos podria llevarse a cabo en casas, escuelas, mercados o
lugares de trabajo, considerados como puntos clave de referencia para el
monitoreo epidemiolégico de las EDA’s y los determinantes que las puedan

causar.

Parte de los objetivos de ésta tesis formaron parte de un proyecto para la creacion

de una Red de Vigilancia Epidemiolégica donde se proponia la creacion de una
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red social de Vigilancia Epidemiolégica digital. La idea se basa en la Participacion
Ciudadana para el llenado de datos, creando una red de vigilancia alterna a los
instrumentos aplicados por un organismo de salud. A partir de esta base de datos,
estds se integrarian a una red de vigilancia mayor en donde se tendria el registro y
control de nuevos casos cuyas muestras se analizarian para EDA’s por medio del
método de diagndstico molecular desarrollado y reportado en esta tesis, buscando
identificar el agente etiolégico de posibles brotes epidémicos en zonas de riesgo y

su expansion en la poblacion.

Ahora bien, si la Vigilancia Epidemioldgica cuenta con instrumentos que recaban
la informacion sobre el estado de salud de una poblaciéon y a su vez genera los
insumos para que los actores sociales de la toma de decisiones creen politicas de
Salud, resulta interesante vincular el papel que podria jugar la Promocion de la
Salud en el problema de las EDA’s en particular, e incluso en cualquier otro
problema de Salud Publica. De modo que esta propuesta debe ser un puente que
reoriente dichas politicas a partir de haber generado mejores diagndsticos
comunitarios de salud, pues permitiria proponer acciones desde los actores
sociales involucrados de Salud dado que los niveles de intervencion de la PS
profundizan en los Determinantes Sociales de la Salud y facilitaria el trabajo en
conjunto tanto para la promocién como para la prevenciéon, apuntando al objetivo

comun de alcanzar mejores niveles de salud en la poblacion.
La PS para el problema de las EDA’s.

En esta tesis, ademas de mostrar nuestros resultados sobre la eficiencia del
diagndstico molecular que desarrollamos para la identificacion de tipos y subtipos
de enteropatdégenos, se ha construido un marco tedrico, en el que un problema de
salud como lo son las EDA’s puede ser observado de manera integral
abordandolo desde las perspectivas propias de la Promocién de la Salud y no solo
como una prevencion de la enfermedad. ldentificando las acciones donde
intervenga activamente la comunidad en su Proceso Salud-Enfermedad, sus

estilos de vida y sus comunidades.
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Si existiera un control efectivo de las EDA’s por los actores sociales actuales y las
autoridades encargadas de la toma de decisiones en salud, las cifras
epidemiologicas mostrarian una disminucion en el nimero de casos. Este hecho
nos lleva a las propuestas que desde la Promocion de la Salud, buscan identificar
los potenciales para elevar los niveles de salud de las poblaciones abarcando
desde aspectos biolégicos de un determinado padecimiento hasta los
Determinantes Sociales de la Salud.

De modo que la Promocién de la Salud buscaria empoderar a la poblacién en el
tema de las diarreas, identificando sus agentes etioldgicos, promoviendo las
medidas de prevencion y educacién para la salud, buscando que las personas se
hagan participes en el Proceso Salud-Enfermedad. Asi mismo, la Promocion de la
Salud buscara incidir con las politicas de salud que se generen para este
problema de salud, ya que en la actualidad las politicas existentes carecen de la
vision integradora que tiene la Promocion de la Salud.

La vision de la Promocion de la Salud, nos hace recordar que hay diferentes
aspectos que en suma nos debieran proporcionar un mejor abordaje en todos los
temas de salud. Primero, el promotor siempre tendra en la mente que la salud va
mas alla de su dimension biologica ya que en el proceso de la salud intervienen
Determinantes Sociales como son: equidad, calidad de la vivienda, politicas
publicas saludables, medio ambiente sano, economia estable, educacion,
esparcimiento, trabajo, mejor transporte, seguridad, etc., que en suma, lograran
gue los individuos y las comunidades en su conjunto logren aspirar a tener una

mejor calidad de vida.

Sabemos que los enfoques de Promocién de la Salud, con base en sus
intervenciones actian desde tres niveles basicos en una poblacion: individual,
colectivo y social. Si tomamos a las EDA’s como un problema de Salud Publica,
en el primer nivel (individual), la Promocion de la Salud debera buscar que el
individuo tenga nuevos estilos de vida y un mayor autocuidado donde se alcance
un control de su salud con mayor consciencia y la manera de elevar su nivel.

Siendo éstos, Determinantes de la Salud los que mas influyen y los mas
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modificables mediante actividades de la PS. Asi, en el caso de las EDA’s, la
Promocion de la Salud trazaria estrategias de intervencion mediante talleres,
platicas y seminarios en los que se informe a las personas sobre los riesgos que
conllevan las infecciones por enteropatdégenos, las vias de contaminacion
(principalmente el agua), el grado de saneamiento del medio ambiente, la higiene
sobre la preparacion de alimentos, asi como reconocer los sintomas de las EDA’s
para la inmediata rehidratacion oral. A nivel preventivo, la Promocion de la Salud
sefialaria a las personas, la importancia de los buenos hébitos, tratando de
destacar lo bueno de sus practicas cotidianas, pero aplicando la informacion

aprendida para su Salud.

En el segundo nivel (colectivo) estariamos planteando que la Promocion de la
Salud pretende generar un apoyo mutuo en las comunidades, tanto dentro como
fuera de éstas, donde lo que predomine sea la ayuda y el mejoramiento de los
niveles de salud de manera colectiva, mediante la concientizacion de los
ciudadanos para que todos aspiren a obtener un bien comun y no solo por
beneficios personales. Asi, en el caso de las EDA’s, la Promocion de la Salud
tendra un papel empoderante en el trabajo dentro de las comunidades, ya que
buscara identificar a los lideres comunitarios con los que se pueda colaborar de
manera eficiente buscando el mejoramiento de la salud de los integrantes de dicha
comunidad mediante la creacion de redes de ayuda para la identificacion de los
Determinantes de la Salud que estén incidiendo negativamente en su Proceso
Salud-Enfermedad. Este nivel de intervencion esta ejemplificado con la formacion,
desde 1993 de la Red Mexicana de Municipios por la Salud, cuyos programas son
financiados para llevar a cabo proyectos tales como: comunidades saludables,
mejoramiento del medio ambiente, control de zoonosis, educacién para la salud,
saneamiento basico, uso y consumo adecuado del agua; en donde la comunidad

tiene una participacion importante (Salud en las Américas, 2007).

En el tercer nivel (social) las estrategias que predominan involucran tanto al
Promotor de Salud, las instancias de representacién politca como a las

comunidades, para incidir de una manera positiva en la creacion de nuevas
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politicas, planes o programas saludables y en la reorientacién de los servicios de
salud. Para lograr esto se parte de procesos como “advocacy” (abogacia)
entendido esto como la defensa y promocion dirigida a movilizar a la ciudadania
en apoyo de una causa 0 problema que demande atencién y solucién por parte de
los lideres politicos, de acompafiamiento y de exigibilidad de derechos (Silva,
2011).

Al respecto, la 8a Conferencia llevada a cabo en Indonesia de Promocion de la
Salud cuyo lema fue “Salud en Todas las Politicas” a dimensionado claramente el
papel de todos los sectores implicados en la Salud y su enfoque para las politicas
publicas en la toma de decisiones, buscando evitar impactos perjudiciales para la
salud con el fin de mejorar para la poblacion la equidad en salud. Ademas de que
busca mejorar la rendicion de cuentas de los politicos. Con ello se pretende
enfatizar sobre las consecuencias de las politicas publicas en los sistemas de

salud, los Determinantes de la Salud y el bienestar (OMS, 2013).

Asi entonces, para el caso de las EDA’s, desde la Promocién de la Salud, en una
comunidad afectada por este padecimiento, o que se espera es que una vez
identificados los determinantes que estén incidiendo negativamente en su proceso
Salud-Enfermedad, se pueda generar un estrategia de intervencion para lograr
gue esto se convierta en una nueva politica, planes o programas a realizar,
mediante el acompafamiento del Promotor de la Salud, y que esto logre incidir de

manera positiva en el mejoramiento de su calidad de vida de dicha comunidad.

-131-



Licenciatura en Promocion de la Salud

Propuestas de acciones e intervenciones de la PS para el problema de las

EDA’s.

De acuerdo a la historia natural de la enfermedad, se pueden identificar varios

momentos de intervencidn con el objeto de disminuir la morbilidad y mortalidad de

la EDAs.

Tabla 18. Historia Natural de la Enfermedad.

HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

Agente Bioldgico

Enteropatdgenos

Hospedero

Niflos menores de
5 afos

Medio Ambiente

Social: falta de drenaje, pobreza,
inequidad

Natural: fauna nociva,
residuales, brotes epidémicos

aguas

Sintomas en el
de la enfermedad

curso

Diarrea

Muerte

Primer Nivel de Prevencion

Segundo y Tercer Nivel
de Prevencion

Promocién de la
Salud

Vigilancia
Epidemioldgica

Educacién parala Salud

Diagnéstico y
Rehabilitacién

*Diagnéstico
*Intervencion
comunitaria
*Concientizaciéon
social
*Empoderamiento

*Redes de
Vigilancia
Epidemiolégica
*Monitoreo
*Diagnéstico de
Biologia
Molecular

*Talleres y cursos sobre higiene,
alimentacién y vacunacién

*Manejo de residuos

*Estilos de vida

*Intervencion meédica
especializada para el
tratamiento y la
rehabilitacion

(Modificado de Fascinetto Constantini José Ricardo Martin en www.inspvirtual.mx/centrodocumentacion/.../spt-

-downloadfile.php?i)

Aunque las acciones a seguir, de acuerdo con los niveles de prevencion quedan

bien establecidas,

nosotros hacemos énfasis en

las medidas preventivas

asociadas al primer nivel de intervencion. Ya que es aqui donde cobra valor la

Promocioén de la Salud.

Entre los determinantes plenamente identificados que se relacionan de manera

directa con la ocurrencia de diarreas esta el saneamiento basico deficiente, casi
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siempre sinénimo de la pobreza y de falta de oportunidades para las personas, el
poco o nulo control prenatal, el bajo impacto en la promocién de la lactancia
materna exclusiva y la ablactacion muy temprana (antes de los 4 meses) o tardia

(después de los 8 meses).

El suministro de agua potable y la eliminacidn sanitaria de las excretas contribuyen
a reducir el riesgo de infeccion intestinal. Sin embargo, esta condicién no es
suficiente para eliminar completamente la probabilidad de enfermar ya que se
necesitan ademas, la concurrencia de otras caracteristicas individuales, familiares
y del entorno para lograr una mejor intervencién y darle una solucion factible a

este problema de Salud (Romero Cabello, 2002).

Por otro lado, desde metodologias cuantitativas y cualitativas como (entrevistas,
cuestionarios, encuestas, talleres, foros entre otros) se debe abordar el problema
de las EDA's, esto nos permitiria obtener un diagnéstico comunitario con el que se
definirian los Determinantes de la Salud que estuvieran involucrados en el
Proceso Salud-Enfermedad de las EDA’s y con esto poder generar una mejor

solucion para disminuir los indices de esta enfermedad.

Un aspecto a considerar para el abordaje de las EDA’s con un enfoque de
Promocién de la Salud, es ubicar las caracteristicas y condiciones de la poblaciéon
con la que se trabaje y definir qué propuestas de intervencion de Promocion de la

Salud convienen mas, de acuerdo con las caracteristicas de la poblacion.

Reconociendo que los alcances y las acciones de la Promocion de la Salud, son el
resultado de diferentes abordajes tedricos y metodolégicos y el Promotor de la
Salud cuenta con enfoques y herramientas que le permites comprender y abordar
los procesos que intervienen en la Salud (biolégicos, sociales, culturales,
psicologicos o politicos) por lo que las propuestas de intervencion se construyen
desde un anadlisis e interpretacion contextual de los problemas de salud

enfermedad.

En general, el Promotor de la Salud maneja elementos biol6égicos y médicos o

epidemioldgicos; y complementa sus observaciones, interpretaciones y analisis
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con enfoques y metodologias de las ciencias sociales que le permiten trabajar la
Salud a nivel individual y colectiva, lo que le que le permite incidir en la direccion,
las préacticas de salud, la planificacién, la supervision y el control sobre un
problema de Salud Publica, como podria ser en el caso de las EDA’s.

Finalmente en esta tesis, reportamos el desarrollo de un método experimental
para la deteccion de patdgenos entéricos, se ha contextualizado la etiologia de las
EDA’s como un problema de Salud Publica, con lo que no solo justificamos el
desarrollo de este método y sus alcances como un instrumento de las estrategias
de la Vigilancia Epidemiolégica, sino que se expone la discusion que genera este
problema, desde un enfoque integral basado en la Promocion de la Salud, cuyos
paradigmas oscilan entre la intervencion comunitaria hasta la reorientacion de las

politicas de salud prevalecientes.

Este trabajo nos permitié obtener un meétodo diagndstico, que en un contexto
epidemiologico puede representar para algunos actores los insumos para
establecer una politica de salud o reorientar las ya existentes. En otra fase, bajo
nuestro enfoque, se plantea la idea de aportar nuevas estrategias epidemiolégicas
para la intervencion de las comunidades que participen activamente en el
monitoreo de las EDA’s tomando en cuenta los Determinantes Sociales, tales
como el medio ambiente, la pobreza y la migracion, los cuales puedan ser
insumos para definir un mapa en el que el diagndstico molecular y social

converjan.

-134-



Licenciatura en Promocion de la Salud

CONCLUSIONES

e En esta tesis hemos abordado un problema de Salud Puablica en relacion a
los agentes patdgenos que causan las Enfermedades Diarreicas Agudas.
Con base en una investigacion teérico-experimental hemos desarrollado un

nuevo método molecular para la identificacion de Enterobacterias.

e Utilizando las bases de datos existentes para los genomas de bacterias
pudimos identificar secuencias de genes de virulencia especificos, con las
cuales realizamos un andlisis comparativo de los diferentes subtipos de
enterobacterias con la idea de obtener marcadores moleculares capaces de

hacer una diferenciacion entre cepas.

e Mediante el uso de la PCR mudltiple y con base en las secuencias de genes
de virulencia especificos se logré amplificar una bateria de fragmentos de
ADN especificos, correspondientes a genes de virulencia para las
diferentes cepas de E. coli y sus grupos, ademas de Shigella spp.

Salmonella spp. y Vibrio spp.

e De manera complementaria, basandonos en la técnica de PCR multiplex,
logramos la amplificacion de al menos tres genes diferentes en una misma
reaccion, gracias a la combinacion de pares de oligonucleétidos, lo que

apunta a ser un método de diagndstico con amplias ventajas.

e Como un primer acercamiento al uso de este nuevo método molecular de
diagnostico para enteropatégenos en muestras clinicas, se verificd su
especificidad y si posteriormente dicha estrategia diagnéstica se
implementa, tal vez podria realizar una Vigilancia Epidemiolégica dirigida

por estrategias de promocion de la salud.
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e El desarrollo de un nuevo método molecular para el diagnéstico de subtipos
de Enterobacterias, rebasa a las técnicas bioquimicas y seroldgicas usadas
actualmente; y constituye una herramienta béasica para la Vigilancia
Epidemiologica, al considerar su implementacion como parte de las

estrategias ante un brote epidémico de EDA’s.

e Se propuso una estrategia para el abordaje de las EDA’s desde la
perspectiva de la Promocion de la Salud que incluye enlazar los
instrumentos de la Vigilancia Epidemiolégica ubicados ante el fenémeno de
la salud colectiva y los mecanismos de la Promocion de la Salud que
intervienen de manera mas constante en la poblacién; por cuanto las EDA’s
son resultado de los Determinantes Sociales de la Salud.
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REFLEXION FINAL

"No podemos seguir cayendo en el error de que solo una
Promocion de la Salud es la idonea, mas alla de discursos, mas
alla de los contenidos de la licenciatura, tenemos que entender
que la Promocion de la Salud, por ser una disciplina muy flexible
y multidisciplinaria en comparacion con otras del drea de salud,

puede ser vista como una herramienta, una teoria y/o una

prdctica. Por lo tanto, no existiria lugar a decir cudl es la
promocion mas o menos adecuada. Porque podemos creer en una
hegemonia, en una emancipacion o en un empoderamiento o en
alglin otro tipo de Promocion pero lo que al final a mi parecer
importa son dos cosas: una, aportar nuevas herramientas al
paradigma de la Nueva Salud y la no subordinacion a la
enfermedad. Ademds de abrir el concepto de Salud, donde se
incluya cada aspecto y cada situacion con la que estén en
contacto los individuos, colectivos y la sociedad. Como nimero
dos es que no importa a qué corriente de la Promocion de la
Salud pertenezcamos o en cual creamos, lo que a las personas
realmente les interesa es que al intervenir en ellas o en sus
comunidades les ayudemos a mejorar su salud sin importarles la

carga ideoldgica desde la cual lo hagamos”

(Isai, 2014).
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ANEXO
1. Medio Agar Eosinay Azul de Metileno (Eosin-Methylene Blue Agar-EMB).

El medio EMB solo permiti6 el crecimiento de bacilos gramnegativos,
principalmente de la Familia Enterobacteriaceae, inhibiendo el crecimiento de las
bacterias Gram positivas. Debido, a sus componentes nos permite saber por la
coloracion de las colonias si los microorganismos que crecen fermentan lactosa o
sacarosa. Si las bacterias fermentan lactosa o sacarosa, acidifican el medio y la
eosina vira dando lugar a la apariciéon de colonias oscuras, de color rosado a verde
brillante. Las bacterias que no fermentan ni lactosa ni sacarosa originan colonias
claras o] transparentes [ecathsl.s3.amazonaws.com/.../Clase%202%20-
%20Seminario.pdf]. Con este medio fue posible diferenciar a las bacterias
pertenecientes a la especie E. coli, ya que la mayoria presentan un metabolismo

de lactosa positivo.
2. Medio Agar Mac Conkey (Agar McK).

Este medio es util para aislar los bacilos Gram negativos de facil desarrollo,
aerobios y anaerobios facultativos. Ademas, permite diferenciar a las bacterias
gue utilizan o no, lactosa como fuente de carbono. En este medio de cultivo, las
peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano, la
lactosa es el hidrato de carbono fermentable; y la mezcla de sales biliares y el
cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran parte de
la flora Gram positiva. La lactosa incorporada permite diferenciar los
fermentadores de los no fermentadores, por el cambio de color de las colonias que
se tornan rosadas para las bacterias fermentadoras de lactosa e incolora para las

bacterias lactosa negativas [www.mastgrp.com/IFUS/IFU328 SPA].
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3. Medio Agar Salmonella-Shigella (Agar SS).

Este medio es util para el aislamiento de las especies pertenecientes a los
géneros Salmonella y Shigella. La selectividad de este medio esta dada por las
sales biliares y el verde brillante, que inhiben el desarrollo de bacterias Gram
positivas y es diferencial debido a la fermentacion de la lactosa y a la formacién de
acido sulfhidrico a partir de tiosulfato de sodio.

Los microorganismos fermentadores de lactosa acidifican el medio haciendo virar
el indicador de pH a rojo, obteniendo asi colonias rosadas o rojas sobre un fondo
rojizo, como en el caso de Salmonella. Por otra parte, Shigella u otros
microorganismos no fermentadores de lactosa crecen bien en el medio de cultivo
produciendo colonias transparentes. El tiosulfato de Sodio es reducido por ciertos
organismos entéricos a sulfito y gas sulfhidrico (H2S) y este proceso enzimatico
de reduccién es atribuido a la tiosufato reductasa. La produccion del gas H2S es
detectada como un precipitado negro insoluble de sulfito ferroso, formado a través
de la reaccion del gas H2S con los iones férricos o citrato férrico, indicado en el

centro de la colonia [www. himedialabs.com/TD/M108].
4. Medio Agar Muller Hinton (MH).

Una vez caracterizadas todas las cepas con los 3 medios diferenciales, descritos
anteriormente. Las colonias puras se crecieron en medio Muller Hinton (MH) el
cual no es un medio diferencial, porque promueve el crecimiento satisfactorio de la
mayoria de los patdgenos microbianos. Este medio fue utilizado para hacer crecer
las colonias bacterianas para su uso cotidiano

[www.britanialab.com/productos/335_hoja_tecnica_es.pdf].

5. Medio Luria-Bertani (LB).

Para la extraccién del DNA gendmico las células fueron crecidas en medio Luria-
Bertani (LB) [Tabla 27]. El cual es un medio liquido para el mantenimiento y

propagacion de las bacterias.
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Pruebas bioquimicas y bacterias que identifican

1. Catalasa. La catalasa es un enzima presente en la mayoria de los
microorganismos que poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa
hidrolizan el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en
forma de burbujas.

2. Oxidasa. Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas,
la reaccion de oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que
activa la oxidacion del citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular
produciéndose agua o peréxido de hidrégeno segun la especie bacteriana. El
oxigeno actda por tanto como aceptor final de electrones en la cadena
transportadora de electrones. Por lo general, el sistema citocromooxidasa solo se
encuentra en las bacterias aerobias, algunas anaerobias facultativas v,
excepcionalmente, en alguna microaerofila (Vibrio fetus), pero las bacterias

anaerobias estrictas carecen de actividad oxidasa.

6. Ureasa. Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea
formando dos moléculas de amoniaco por accion del enzima ureasa. Esta
actividad enzimatica es caracteristica de todas las especies de Proteus y se usa
sobre todo para diferenciar este género de otras enterobacterias que dan negativo
0 positivo retardado. La prueba también se utiliza para diferenciar Physobacter
phenylpyruvicus de Moraxella spp. Helicobacter pylori y Brucella spp. Esta prueba
puede ayudar en la identificacion de Cryptococcus spp. que produce un resultado

positivo después de una incubacion prolongada.

7. Indol. Mediante esta prueba se detecta la liberacién de indol en un cultivo
bacteriano. Dicha liberacién se debe a la degradacion del aminoacido triptéfano

mediante el enzima triptofanasa

8. Oxido-Fermentaciéon. Mediante esta prueba se va a determinar si la utilizacion
de los hidratos de carbono por parte de un microorganismo, se realiza por via
oxidativa (proceso aerbbico, presencia de oxigeno) o por la fermentativa (proceso

anaerobico, ausencia de oxigeno).
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10. Rojo de metilo. El rojo de metilo es un indicador de pH. Actia entre pH 4,2 y
6,3 variando desde rojo (pH 4,2) a amarillo (pH 6,3). Mediante esta prueba se
comprueba la capacidad de un microorganismo de producir y mantener estables
los productos terminales acidos de la fermentacion de la glucosa por la via de la
fermentacion &cido- mixta. Se utiliza como parte de la identificacion a nivel de

especie de los bacilos entéricos Gram negativos.

11. Utilizacibn de citrato. Esta prueba sirve para determinar si un
microorganismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono y
compuestos amoniacales, como la Unica fuente de nitrégeno en su metabolismo,
provocando una alcalinizacion del medio. Entre las enterobacterias, éstas
caracteristicas se dan en los siguientes géneros: Enterobacter, Klebsiella, Serratia,
Citrobacter y algunas especies de Salmonella. Sin embargo, Escherichia, Shigella,
Yersinia, Salmonella typhi y Salmonella paratyphi son incapaces de crecer

utilizando citrato como Unica fuente de carbono.

12. Utilizacion de malonato. Pone de manifiesto la capacidad que poseen
determinadas bacterias de utilizar el malonato de sodio como Unica fuente de
carbono, con la consiguiente liberacion del cation, que en presencia de iones y
agua produce alcalinidad. Solamente los microorganismos que pueden usar
simultdneamente malonato de sodio como fuente de carbono y sulfato de amonio
como fuente de nitrégeno son capaces de ejercer una accion tampén produciendo
hidroxido de sodio. EI aumento de la alcalinidad resultante hace que el azul de
bromotimol cambie de verde a azul. Los microorganismos malonato negativos que
fermentan glucosa hacen que el indicador cambie de verde a amarillo. Se utiliza
en la diferenciacion de especies entre las Enterobacteriaceae. La mayoria de las

especies de Enterobacter y Klebsiella utilizan malonato de sodio.
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