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RESUMEN. 

Aunque desde finales del siglo XIX, se sabe que los alimentos pueden ser 

vehículos de enfermedad, los estudios a este respecto en los paises en vías de 

desarrollo son muy escasos y más aún si estos son de alimentos vendidos en la 

vía pública. Aunque existen pocos reportes, estos han mostrado que las 

condiciones de almacenamiento, de manipulación, y venta de alimentos vendidos 

en la vía pública no son adecuadas, lo que puede resultar en su contaminación 

física, química y microbiológica. El presente estudio consistió en determinar en 

alimentos vendidos en vía pública la prevalencia de ~ uá. como indicador 

de contaminación fecal y de ~ ut< enterotoxigénica (ETEC), como indicador 

de un patógeno humano, debido a su gran importancia en salud pública. La 

determinación de ETEC se realizó a través de la utilización y comparación de dos 

técnicas de biología molecular; la hibridización en fase sólida y la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), con el fin de determinar cual era más sensible y 

más rápida. Además también se realizó un estudio observacional para determinar 

las condiciones higiénicas de los puestos y de los manipuladores de alimentos. El 

área seleccionada fue la Basílica de Guadalupe, por el gran número de visitantes 

que recibe al año, el cual se estima en 8 millones anuales. Para cumplir con los 

objetivos propuestos se realizaron 8 muestreos, 1 por semana, durante el verano y 

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

datos epidemiológicos. Se colectaron 91 muestras, se les determino su pH y de 

estas 34 fueron positivas para ~ uá. (intervalo 2--4.8X106 UFC/g) y 3 de 

éstas fueron positivas para ETEC (intervalo 8x102
- 2.6x104 UFC/g.) La técnica de 



"PCR" mostró ser más rápida y económica qüe la técnica de hibridización en fase 

sólida. Se encontró qué las condiciones higiénicas en general tanto de los puestos . . 

como de lo~ ma~ipuladores eran inad~cuadas,.po; ejémplo los alimen.tos están 

expuestos a 1'as condiciones de la calle por lo menos 8 .horas al día y si los consu

midores, ingieren en promedio de 2 a 5 ta~~ "} ~gregan p~r taco de .4 -8 mi de 

salsa.· . · ·•. ·<".· :(;.. . <•.\ .. ·'' · 
,_· ' ,. , · .. -' 

Todo esto deja en evidencia que los alimentos vendidos en vía pública 

representan un riesgo para la salud de los consumidores. 
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INTRODUCCIÓN 

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) 

Desde 1880, se observó que los alimentos podían estar contaminados por 

organismos patógenos humanos (Jay, 1991.) Las enfermedades cuyo vehículo de 

transmisión son los alimentos, reciben el nombre de enferrnédades ·transmitidas 

por alimentos (ETAs), se estima que existen al menos 4.00 ETAs' distintas y en su 
-:: '-· ,_. 

conjunto representan u110,·cie' los mayores retos a los que 'se enfrenta la salud 
S;· 

pública mundial, ya ci~:e; no eitén ' limitadas. a ninguna región del mundo, ni se 

circunscriben a p~íse~;5Jt>~~sarr~lla~os o a los ind~strializados: En los países 

industriaíizados el i~p~~~~ de I~~ ETA~ en la .salud pública apenas se empieza a 

conocer, se estirna<qu,~\1an ,sÓlo en l~s Estados Unidos, las ETAs, causan 

anualmente 76. millon'e's'de;'~;;OS,. 323 mil hospitalizaciones y 5,200 muertes, 

teniendo. un costo aproximado de 5 billones de dólares (Mead y col. 1999). 

Mientras q·ue en los países en vías de desarrollo, no existen prácticamente datos 

estadísticos sobre las ETAs (OPS, 1996). 

Alimentos de Venta Callejera 

En los países en vías de desarrollo corno México existe un factor agregado en 

relación con las ETAs, prácticamente inexistente en países industrializados, que 

es; la enorme industria de la venta callejera de aíimentos. Desde el punto de vista 

socioeconórnico, esta industria ha crecido desenfrenadamente en los últimos 20 

años ya que provee empleo y sustento a personas de bajos y medianos recursos, 

así corno alimentos baratos y accesibles para una gran parte de la población, 
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especialmente en los grandes centros urbanos. Podemos decir que uno de los 

factores más importantes para este crecimiento, ha sido la migración de las 

poblaciones rurales hacia Jos centros urbanos. Una vez establecidos en las 

ciudades, se enfrentan con una limitada oferta de trabajo, por Jo que esta 

población se ve obligada a buscar otras alternativas, una de las cuales encuentran 

en el comercio informal, incluida Ja venta callejera de alimentos. El impacto 

socioeconómico de esta industria se vio claramente en un estudio realizado por 

FAO en Jos años 1970's, tal vez el único estudio de venta callejera a escala 

mundial. Los resultados de está única encuesta aún son impresionantes: ya que 

tan sólo en Malasia la venta anual de alimentos de venta callejera generaba 2.2 

billones de dólares anuales. En Singapur se compraba un millón de comidas de 

venta callejera por día y en Kuala Lumpur (Malasia} aproximadamente un cuarto 

del gasto familiar para comida se empleaba en la compra de alimentos de venta 

callejera (FA0, 1979). 

Debido a las características de Ja manipulación de Jos alimentos en Ja vía pública 

en locales improvisados, sin acceso a agua potable, refrigeración y servicios 

públicos en general, es claro que estas características incrementan el riesgo de 

contaminación de los alimentos de venta callejera tanto física, como química y 

microbiológica y por ende su consumo pone en riesgo la salud de los 

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

mediados de Jos noventas: en varios paises de América Latina incluyendo México, 

reveló que las prácti~:':~,c6ondiciones en que se lleva a cabo la manipulación de 

alimentos por Jos vendedores ambulantes facilita Ja proliferación de 

microorganismos de origen fecal, puesto que no cuentan con un sistema de 
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abastecimiento de agua potable, ni en cantidad suficiente para cubrir las 

necesidades diarias, además de la reutilización de está en el lavado de utensilios, 

de las manos y de la superficies de trabajo (OPS,1996). Además la deficiente 

calidad higiénica de las materias primas frecuentemente utilizadas en la 

preparación de estos alimentos y su inadecuada conservación (exposición al 

medio ambiente / temperatura de almacenamiento) aumentan aún más el riesgo 

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

industria de venta callejera de alimentos, su impacto en la economía y en la salud 

pública, no debe, ni puede soslayarse. 

Alimentos y Enfermedades Gastrointestinales 

Varios microorganismos patógenos cuya transmisión es fecal-oral son responsa

bles de diversas enfermedades entre ellas las gastrointestinales que están 

asociadas con perdida de días de trabajo, mal nutrición, disminución de la 

capacidad de aprendizaje y en algunos casos pueden producir hasta la muerte. 

Los alimentos pueden ser vehículo de tran:;misión de agentes etiológicos que 

causan infecciones gastrointestinales. Entre ellos podemos citar: a ~ ull 

(Sharpe y col., 1979 y Mosupye y Holy,1999), S"'--dta •1> .. S~ (Lampe! y 

col., 1990) y'ZtiJw ~ 01 (Estrada García y Mintz 1996.) 

&~ ;.u y Enfermedades Gastrointestinales 

&~ ~ es el organismo anaerobio facultativo predominante de la flora del 

colon humano y de animales de sangre caliente, por ende es un excelente 

indicador de contaminación fecal. Coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes 
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. - . . ' 

sólo horas después de que han nacido. Sin embargo, varias cepas de &~ eoU 

han desarrollado la capacidad de producir un amplio espectro de enferm'edades en 

humanos, por eje~~lo:"~)i~~ec:h;on~s • d~ vías urinarias,- b)sepsis I meningitis y e) 
·- .. - .. ·~- .. - . . -· :.=·· • • . .• . . . ' ... . . < :.- • 

enfermedacl~s ~iarr~i~s.:60,:, i~1~éic'.>n ~ estas ultin~as !i~ tian ~escrit~ ~¡menos s .. ,. ,_.. ·-. ' . ... . . - '. ' - - . 

grupos {NataroyK~pe¿~·.9~S),{ue~~ h~n ~lasificacloájn b~se:a•c5~·s. propiedades 

de vi~ul~nci~. iA~r~~i6~ ~~ 1a m~cosa int~st;~ª1 ~·p~~du'~á;ó~ detoxinas: estas 

son ~ ~ 'enteropatogénica {EPEC), 4 . eoU enterohemorrágica 

{EHEC), ~ utt enteroinvasiva {EIEC), ~ eoU enteroagregativa {EAEC) 

y las ~ eott enterotoxigénica {ETEC), que es el grupo en el que estamos 

interesados en el presente trabajo. 

ETEC y ETAS 

ETEC tiene una gran importancia en la salud pública mundial. Ya que es el agente 

etiológico más frecuente de la diarrea de origen bacteriano en infantes en paises 

en vías de desarrollo, especialmente durante el periodo de destete. Así como tam-

bién de los alimentos que se les dan a los infantes durante este periodo. ( Black y 

col., 1982). ETEC también produce diarrea en adultos, siendo la causa principal 

de la llamada diarrea del viajero (Caeiro y col., 1999.) Se estima que mundialmente 

hay 650 millones de casos por ETEC y 800,000 muertes anuales. Además en un 

estudio realizado por Tjao y col. en 1980, encontraron que el riesgo de contraer 

diarrea del viajero, aumentaba considerablemente cuando los viajeros consumían 

alimentos de venta callejera en México. Sin embargo, para el caso de México 
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existe un sólo reporte en donde ETEC se aisló de alimentos comprados en un 

supermercado en Guadalajara, México. (Wood y col., 1983.) 

2. ANTECEDENTES. 

2.1 GENERALIDADES. 

Enterobacterias. 

Entre las bacterias que con mayor frecuencia causan gastroenteritis, se encuen

tran las integrantes de la familia Enterobactereacea; que se definen como un 

conjunto de bacilos Gram negativos, heterogéneos en cuanto a su hábitat y a su 

capacidad patogénica, son móviles con flagelos perítricos o bien son inmóviles, 

no esporulados, aerobios y anaerobios facultativos, son oxidasa negativa y poseen 

la capacidad de reducir los nitratos a nitritos. (Jawetz, 1992.) Crecen a 

temperaturas que van desde los -2ºC y hasta aproximadamente 50 ºC, el 

crecimiento en los alimentos es pobre o muy lento a los 5ºC. Con respecto al pH 

se ha señalado que estos organismos crecen en intervalos que van desde 4.4 a 

9,0. La facilidad con la que crecen estos microorganismos los convierte en 

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

&~ . eo&, es un· bacilo móvil, Gram negativo perteneciente a la familia 

. Enterobactereacea y a la tribu Escherichia. Crece en medios semiselectivos como 

agar MacConkey y agar Azul de Metileno Eosina (EMB), a 37ºC, en condiciones 

aerobias; en cultivo, forma colonias circulares, convexas y lisas con bordes .definí-
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dos, colonias planas y nó viscosas; de color fuésia en agarMacConkey, y produce 

hemólisis en gelosa sangr~. ~~ ~< pr6duce clescarboxilasa de laUsina y 

fermentación de manit91.~ 1~· fl1ism.() qlle 98,s :~ pa'rtir,de la glucosa, el 90% de las 

cepas de ~ . ..;4; s'órí · 1~'dtos~ pbsiiÍv~ .>y un S9% de las ~ utt dan 

positiva la prueba detilldol, que e~ una p;ueb'~ qJe permite la diferenciación a las 
' ,", . ' 

~ e4á de otras É~terobacterias (B~ttelheim, 1994; Edwards y Ewin, 1972). 

Este microorganismo crece a pH's que van' de 4.4 a 9, pero con óptimos a ph's 

bajos.(Buttiaux y Mossel, 1961.) 

~"' e4á posee una estructura antigénica compleja, con antígenos somáticos O 

termoestables que constituyen la parte más externa de los lipopolisacaridos de la 

pared celular, son resistentes al calor y al alcohol, y estos antígenos se identifican 

por aglutinación con serotipos. También poseen antígenos K que son termolábil y 

son los responsables de la fijación de las bacterias a las células y finalmente los 

antígenos. H: qul'l:~e loealizan sobre los flagelos; el calor y el alcohol los desnatu-
-- - -.-;·~ ··--·--- -

--,._-·:-;>>.···:- .· 

ralizan fácilmente (Edwards y Ewin, 1972; Jawetz, 1992; Liar y col., 1996). 

-,:_ 

e~ ~ ~nterotoxigénica (ETEC) 

En casi todos IÓs países en vías de desarrollo la presencia de ETEC es endémica. 

Diversas investigaciones epidemiológicas han implicado agua y comida contami

como los vehículos más comunes de infección por ETEC. La enfermedad por 

ETEC, es causada por cepas no invasivas, se presenta de manera repentina, 

tiene períodos de incubación cortos de 14 a 50 h., la diarrea es acuosa, sin san-

íESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 
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gre, ni fiebre, y el vómito se presenta en la minoría de los casos. (Black y col. 

'1982.) 
- ._ - -- : 

Para que se pueda pres~ntar la~pat~logia provocada por ETEC se requieren de 

varias fases: 1 )Ingestión de los ~i~~~~rga~lsrnos a través de agua o alimentos 
·.- : ,.- ·- .;.'.'. \. _' 

contaminados, (DuPont y. coL;<:Í971(2)Unióri de los microorganismos a la muco-
.·--.. , .. ·" e._,,_ . 

sa del intestino delgado'·f¿;¡.tr~ifé~jcte ·-los factores de colonización (CFA),que 

culmina con su colonización (CFA)' (Nataro y Kaper, 1998) y 3)Acción de sus 

enterotoxinas, que en este_ caso son las responsables de la diarrea secretora 

característica de ETEC. (Levine y col., 1987). 

Las cepas de ETEC pueden producir la toxina termolábil (L T) o la toxina 

termoestable (ST) o·a~b~·::'(L~~in~y col.,1987),. Algunas cepas sólo producen 
' <'~ - ¡~ '- ', ,:·:: ,' :e 

(L T) corno las: 06l<1 s:1-h60:o8:k4o:H9y 08:K25:H9, otras producen tanto;ra LT 
( . _, -.,~: ::,··.:. 

como .. ST' -. por -ej~~plo- la's:': o 1 ·1: H21/o 1 S: H220' o2o: H11 ;'o2s(í<:7:f.í~t2:>oú: H7' 

063:H12, 080, OS5 y o'J39 y.otras solamentetien~n;l¿;¡~:SJ; c<lrn~ la 078:H11, 
,'·"·; '~· . ~~ ·\(~~;i~-:-:',>i;:;;~,~ <-.1~~- ": 

078:H12, 0115:H40, 0128:H7, 0148:H28; 0149:H10;01s3;61's9:fi20, 0166 y 0167 
_- • • ·· ·• o _ · - -·:.,.e o·~ __ , • o. - _ , - ·o 

(Olarte, 1985.) Ambas toxinas L T y ST, e~tá~-· '6oái~~das en plásmidos 

transferibles de una bacteria a otra, y aparentemente estos plásrnidos se pueden 

perder con relativa facilidad (Olarte 1985). 

Características de las toxinas. 

La toxina L T, es similar en estructura química, función y antigenicidad a la toxina 

producida por v. doteuu 01. La L T, es una proteína dimérica de alto peso molecular 

de 86 kDa compuesta de una subunidad A de 28 kDa y una subunidad B, 
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constituida de 5 subunidades idénticas de 11.5 kDa (Streadfield y col., 1992). ; La 

subunidad A tiene actividad enzimática, esta constituida por las fracciones A 1 y 

A2; la primera penetra a la célula e induce una ADP- ribosilación que incrementa 

los niveles de AMPc intracelular y provoca que las células de las criptas 

intestinales aumenten la secreción de agua y CI con una consecuente disminución 

en la absorción de NaCI en las vellosidades; y la segunda participa en la unión de 

la subunidad A con la B, así como en el proceso de internalización . de A 1. La 

subunidad B forma un pentámero que se une a receptores de superficie del 

epitelio Intestinal gangliosido GM1 y a algunas glicoproteínas intestinalés 

(Teneberg y col. 1994.) La toxina ST, está constituida por 19 a 20 aminoácidos y 

tiene un peso molecular de (1 a 6 kDa.) contiene múltiples residuos de cisteina y 

enlaces bisulfuro que le confieren termo estabilidad. Su receptor es la 

guanilatociclasa, una enzima de la membrana celular. (deSauvage y col., 1992.) 

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

como diarrea osmótica o secretora. 

Enfermedades diarreicas. 

Las enfermedades diarreicas están caracterizadas por evacuaciones frecuentes 

de heces semisólidas, o líquidas, acompañadas de algunos otros trastornos, como 

son cólicos intestinales, fiebre, tenesmo, etc. Las enfermedades diarreicas pueden 

producir deshidratación y desnutrición, esta última se ve agravada por los 

siguientes mecanismos ( Glono y col, 1994) y muerte. 
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1) La disminución de la ingesta de alimentos por vomito, fiebre, deshidratación y 

dispepsia. 

2) La mal absorción de azúcares, grasas, proteínas, vitaminas y minerales. 

3) Alteraciones metabólicas. 

Morbi-mortalidad por diarreas: 

Según los cálculos de población de 1990, la morbi-mortalidad en Asia, África y 

Latinoamérica se estimo entre 744 y 1,000 millones de episodios y de 1.5 a 5.1 

millones de muertes lo que equivale a 1400 a 1900 episodios diarreicos y de 3 a 4 

muertes por minuto. En México se estima una frecuencia anual de 2 a 4 episodios 

diarreicos por niño en las áreas urbanas y de 4 a 9 en las áreas rurales. La 

mortalidad anual por diarrea. por cada 100 000 niños menores de 5 años fue de 

212.3 en 1984 y disminuyó a 60.4 en 1993 y este comportamiento se asocia a las 

medidas preventivas implementadas durante la epidemia del cólera y al uso de las 

terapias de rehidratación oral. Porfotra parte es importante mencionar que en 
•• ; - ~., )>- -

México el patrón estacional que ·mostraba un pico entre primavera-verano, ha 

disminuido, pero en otoño-invierno.se ha dado un aumento paulatino, y este se 
~ ' : " . . . . . .. ' 

asocia a la presencia de rota~l~us:: (Velázquez C. y col, 1999.) Es importante 
. ., '.,, - '· .. , 

recalcar que la mortalidad ha disrnin'uido kn.gran proporción, pero este avance no 
.-· ··,<_: ·_· >· "·':·.,·:. ·,.-> 

se ha dado en la misma proporción '.en_ el caso de la Morbilidad, como ejemplo 

podemos mencionar queparaJ~97°, ~~ r~gistraron 4,626,796 casos, para 1998 un 
·- . _--,--~ .. ·- - - ~. 

total de 7,005,336 casos, para 1999 ~·e régistraron un total de 5,478,361 casos de 
-·':-··::e· 

enfermedades diarreieas y en el año 2000; 6,744,525 casos de diarreas sin 
. . . . . . 

identificar a el agente.es~ecifico que las provoca, y estos datos comparados con la 
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mortalidad si son significativamente más elevados (Giono, 1994; OPS, citado en 

Boletín epidemiológico, 2000, 2001.) 

Contaminación de alimentos: 

Los alimentos son un buen sustrato para las Enterobacterias,( i=eachem y col., 
. ·- .. 

1983 ), así como para-P.t.;., ~ (Estrada Gar6ía.y MirÍtz, 199SJ, por ejemplo: 

Las frutas, y verduras pueden contaminarse eo~·est~s mi~roorganismos ya sean 
1 • • ;,· ·,..·,,.',-"',.-- • -

en su lugar de cultivo por irrigación ·~o~ tig~as r~~id¿al~s cruda~ o parcialmente 

tratadas,. lo. que se. llama ·C:ontaminaciÓn pri~a~ia. También se pueden contaminar 
' ._. . . ,·: .. ···;•· ..... 

al ser l~va.da~~6ona~Ü.~ ... bo.· nt~rninada fecalmente o bien durante su transportación 
'. '.: ., " '" 

lo que\;e ll~mél ~nt~minación secundaria. (Feachem y col., 1983; CEPIS, 1990). 

Los aliment~~~·. t~mb[én . ~ueden ser contaminados por los manipuladores que 
-,_-::"-f.:-. 

pueden ser portadores asintomáticos (OPS, 1996). Por contaminación cruzada con 
,_. _ _,.-: ':· ' ; 

otros alimentos ya contaminados ( tal es el caso del manejo de carne cruda en el 

mismo. sitio qu~ se prepa~ari las ~nsaladas); o por malas prácticas de higiene que 

den lugar a contaminación feca1-bia1/(Savarino y col., 1999.) Por todo lo anterior 

es necesario que se establez~ el .. est~do sanitario de los alimentos a través de la 

identificación de microorganismo~~qu~. ~~an adecuados indicadores de contami-
- . . ' .. ' '• ,, . ·. , ---~ :· 

nación fecal y de patÓg~g~¿·~~~~~g~, {OPS, 1996). Para lo cual deberán cubrir 
- ,·,. '.'' : : ; , '.'.·y: 

las siguientes caracterfsti~s:; •. 

1) Especificidad, d~I sitio·d~I que provienen. 

2) Se hallaran ~n·g~a~ cl:i~tid~d, de tal forma que puedan ser detectados en 

altas diluciones. 
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3) Deberán ser muy resistentes a las condiciones ambientales 

extraintestinales. 

4) Aun cuando se encuentren en escasa cantidad, podrán ser detectados en 

forma fácil y completa. ( Jay, 1991). 

2.2 ANTECEDENTES HISTÓRICOS. 

En Europa en el siglo XIX, se acuñó él termino "diarrea de verano" ya que se 

observaba un incremento de casos de diarrea durante este período del año, el 

cual estaba asociado a altas tasas de muerte infantil. Esta enfermedad afectaba a 

los infantes durante el primer mes d~ -~i~á •. ~i ~o es que en la primera semana, 

provocando una rápida deshi~ratád~~> ~m~~rte. En 1885, el profesor Escherich 

de.Viena,·Austria,· ai-~lóÚn ~icro~rg~Ílism~-'aLque llamo~ eot<, de niños con 

diarrea_ de verano y en.1B87el mism~-~utbr :;opu~o. que este microorganismo era 

integrante de la flora intestinalnormal. Posteriormente en 1905, Moro realiza una 

observación muy importante ya que propone por primera vez que la fuente de a' . 

..a, son los alimentos. Massini en 1907, dos años después demostró que cuando 

inyectaba intra-intestinalmente a conejos con cepas de a'. eoá provenientes de 

niños enfermos de diarrea, estos enfermaban; y fué para 1923 cuando Adam y col. 

realizaron la primera clasificación serológica de estas cepas aisladas de niños con 

gastroenteritis. Posteriormente en 1925, Smith y Orcutt proponen que este tipo 

de diarrea esta asociada con una probable absorción de toxinas producidas 

durante la multiplicación de la bacteria. Y en 1943 Walliek y Stuart, cambian el 
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nombre de ~ <dlt por 'el de &~ <dlt, en honor al doctor Escherich. Para 

1944, Kauffman, utilizando los sueros de niños con diarrea, observó que estos 

sueros aglutinaban específicamente a cepas aisladas del intestino de niños que 

habían muerto· por gastroenteritis, sin embargo no aglutinaban con las cepas 

aisladas de las heces de niños sanos, esto le permitió establecer que sólo un 

grupo restringido de serotipos (combinaciones antigénicas somático- flagelares) de 

&~u <dlt estaban claramente asociados con la enfermedad diarreica. 

(Robertson y col., 1985) 

Los estudios. recientes de genética de poblaciones indican que estas bacterias 

son en·· realidad clonas adaptadas para colonizar preferentemente el intestino 

humano, a través de tres diferentes mecanismos patogénicos: 1 )La adherencia; 

indispensable para que la bacteria pueda pegarse y colonizar el epitelio de ciertas 

áreas del intestino. 2)Producción de proteínas bacterianas (toxinas), que son 

liberadas una vez que la bacteria se instala en el intestino y que producen una 

estimulación en la secreción de agua y electrolitos; 3)Por invasión y multiplicación 

bacteriana dentro del citoplasma celular, lo cual les permite a las bacterias evadir 

los mecanismos de protección del hospedero. Estos mecanismos son la base para 

clasificar a los diferentes grupos de &.<dlt por su patogenicidad, según Blanco y 

González, 1985) 
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Tabla a. Clasificación de las ~e«<. Basándose en el patrón de interacción. 

Nombre Caracteristicas 

&~««. Patrón de interacción bacteria-enterocito en infecciones entéricas. 

Enteroinvasiva (EICE) Invasión inlraepitelial citolónica y citotóxica 

Enteropatogénica (EPEC) Reestructuración epicelular citotónica. 

Difuso-adherente (DAEC) Difusa y adherente. 

Enlerotoxigénica (ETEC) Epicelular citotónica. 

Enlerohemorrágica (EHEC) Reestructuración epicelular citotónica con sangrado. 

Enleroagregativa (EAggEC) Epicelular citotónica .. 

Tomado de Blanco y González, 1985. 

&.de'lidü edU enterotoxigénica (ETEC) 

En 1961 Taylor y col., describieron por primera vez que cepas de ~ «« 

aisladas de niños con diarrea eran capaces de producir' la salida de líquido hacía 

la luz del intestino de conejo, en lo que se conoce. co~o la prueba de asa ligada 

de conejo. Pero no fue hasta 1971 que DuPont y col. demostraron que cepas de 

&. «« causaban diarrea en humanos y se les llamo ~ «« enterotoxigénica. 

ETEC coloniza la superficie del intestino y libera enterótoxinas, siendo éstas las 

responsables de la diarrea secretora, característica de esta cepa. Las 

enterótoxinas producidas por ETEC están codificadas en plásmidos y son la toxina 

termolábil (L T) y termoestable (ST.) También se considera que la ETEC, es la 

causa principal de la llamada diarrea del viajero en el mundo, ya que se aísla de 

20-40% de todos los casos de esta diarrea.(Nataro y kaper, 1998) La relación 

entre ETEC y la diarrea del viajero se demostró por primera vez en 1970 en un 

viajero Británico con diarrea que había visitado Arabia, ya que el único patógeno 

que se aisló de sus heces fue ETEC. Además en numerosos estudios epidemioló-
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gicos realizados en turistas con diarrea que ha~ viajado a Asía, África y México, se 
. . -- . . 

ha identificado a ETEC como · el .· agente responsable de la enfermedad 

diarreica.{Pickering y C:ot., '. 1978,;Benitez y col., 1991 ). 

En un estudiore~lizado po_r Tj~a>; col., en 1977, se analizaron muestras fecales 

de diarrea; . obtenidas durante el ~erano; de estudiantes de los Estados Unidos de 

Norteamérica : 4Je' ~ab,ra"~' vlsit~do México. Los datos del coprocultivo se 
- - ·- . - . . . . . ~ ·;~ ,. - -- -- ·- -· ,_ 

correla~ionar~~ ~ol1 ;~¡' ~i¡i~ de consumo de alimentos y observaron que la 

presen~ia de p~tÓgeíí~s ico~o s~ •p. y ETEC, era mayor en aquellos 
•' ' 

estudiantes· que. comían' fuera de casa, que los que no lo hacían, por lo que 
- : ;-

concluyeron que los alimentos consumidos fuera de casa pueden ser un vehículo 

de transmisión de enteropatógenos que producen la llamada diarrea del viajero. 
' ., . .. . ... 

En 12 estudios realizados entre 1974 y 1987 se encontr.ó impl~cado a ÉTEC en 

42% de 1cis el'isodios de diarrea de1 viajero en turistas e'ñ Mé~i~~6chci;'~s!'udios 
~ " . ··:' :.:· -... , . ·~~-~ - : :-;:;-

en Asia establecen que ETEC es el responsable del1Sof~; de'16s 8asbs dé diarrea . - -. -. . ''.· ' ' ' ~- ., ;,, "~- ,-.. :•" ~ ' -.: - - '· -.. ,, ' ... 

del· viajero .. ·En tré¿ estudios, eri África ·se reportó ·k ~·!~c~~*()j r~~1p~~iable. del 
'::~-;- ' ·< ' 

36% de los casos de la diarrea del viajero {Cartright R.v.'.1993; Eciía'verria y col, 
-~ . --"-. - ' ' . ,. '-~- -, : ~----~.-.·_·.-: __ '.,'._;···.·.·.- .;. · .. -... , - ' ' 

1984.) ··· (' '/_·>A ' 

En 1988 un estudio .de ETEC y diarrea lnf~ntil re'aliz~d()s~~' ~~;,d¿g p~r bi~vlotoy 
--·-~~'-·"º··- :- ·'.;:~- - · :-?:i: :-w-~: <~-.:~,. 

col. se observó que la incidencia de dia~re~Ú)roducida por ETEC/se presenta con 

mayor frecuencia en niños ~u~ 'vive~~ en. zonas rurales y que nacieron en el 

verano, además de que s~ enconfr~ con mayor frecuencia cepas con enterotoxina 

ST. En otros estudios se. reporta que si se presenta la enfermedad en el infante, 
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este deberá recibir como tratamiento la rehidratación oral para evitar la 

deshidratación y por ende la muerte. (Giono y col., 1994) 

En un estudio de 2 años (1998-2000) realizado por Qadri en Bangladesh, se 

encontró q~e la presencia de ETEC, manifiesta un marcado comportamiento 

estaciona( ya-que_ se presenta con mayor frecuencia en el verano, que en el resto 

·- del añ~,:~-~d~rn!Ís'de que la toxina que se logró identificar en un mayor número de 

casos fue_ la· ST · (49%), después la L T en un 25.4% y finalmente ambas en un 

25.2% ·de los casos. En este estudio se hace hincapié en el hecho de que los 

casos en que se manifiesta la enfermedad y se logra identificar a la toxina ST, 

como la responsable de los síntomas, estos son más severos y sobre todo en los 

niños menores de 3 años (Qadri y col. 2000) 

3.1 Antecedentes técnicos. 

El diagnóstico de ETEC se baso durante muchos años en la prueba del asa ligada 

de conejo, con base en esta se identificaron serotipos que coincidían siempre con 

esta característica (Nataro y Keper, 1998). Por lo que posteriormente se 

desarrollaron las pruebas de cultivo celular como por ejemplo: las pruebas de 

culti':'o de células adrenales Y1 (Denta y col., 1974), o en el cultivo de células de 

ovario de hamster Chino (CHO) (Guerrant y col., 1974), o los inmunoensayos 

como ELISA ( Yolken y col., 1977), pruebas de radiÓlnmunología (Giannella, y col. 
! . ., 

1981), aglutinación del Latex (Kuwuhara y•Yokota 1983), o la hibridización de 

colonias en fase sólida (Moseley ytcoi., 1982) y la reacción en cadena de la 
,· ;,;-

polimerasa ( PCR), (du Toit and Helden, 1993). Debemos mencionar por una parte 

que las primeras técnicas aquí mencionadas son muy costosas, ya que requieren 
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de la utilización de muchos. animales de experimentación,. espacio, tiempo y 

recursos económieos y humanos; A diferencia de las técnicas de biología 

rnolécular que igual que las otras requieren personal calificado, eliminan la utiliza

ción de animales de experimentación y de cultivos celulares. También los tiempos 

se reducen. Y por otra parte que .las cepas diarreicas de ~ ua fueron de los 

primeros patógenos en los que se emplearon las metodologías moleculares que a 

la fecha siguen siendo las técnicas más populares y confiables para el diagnóstico 

y diferenciación de organismos patógenos y no patógenos. Es por ello que en este 

trabajo se plantea la utilización de 2 técnicas de biología molecular (hibridación de 

colonias en fase sólida y la reacción en cadena de la polimerasa), para la 

identificación de ETEC, de &~ ua aisladas de alimentos, así corno su 

comparación, en cuanto al binomio costo- beneficio. 
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JUSTIFICACIÓN. 

Varias Enterobacterias patógenas, son responsables de diversas enfermedades 

entre ellas las gastrointestinales, estas últimas están asociadas con pérdida de 

días de trabajo, mal nutrición, disminución de la capacidad de aprendizaje y en 

algunos casos pueden producir hasta la muerte. ~ ufi es el organismo 

predominante de la flora'del colon humano yde animales de sangre caliente, por 
-;<,,.· ··--·'- < • • ; .... , 

ende es un excel~ht~ indi~dor de cohtami~i:lción fecal. Por otro lado ETEC es la 

causa principal de la dia'rrea bacteriana eri infantes en paises subdesarrollados 

especialmente durante. el p~;;odo ci~~J¿~t~f~; :·pero también es responsable de 
. ·_;_(·~.--:;'. ""·'<." . 

diarrea en adultos, siendo I~ ~lis~ p;inbip~Í'de i~'nariiada diarrea del viajero. Con 
'-~..: ·: -~_.,L:.;·<-_:.,;:-\··~---->-.:; ·, •0:1.~~, 

base en esto es que el presente trabajo·filí~riteél utilizar~ eo1t como indica-
-..~:.-/::;._";"-, -· -{~r ::::.?.:>:~~,~~;::-:'.:::_- _., 

dor de contaminación ieca1~y',EfECt~mó''·illdicador de un microorganismo 

patógeno humano d~ r~i~~~~ci~;;~~-~~;~~~~~éi~n~do la Basílica de Guadalupe 

como lugarde est~'dio.pór ser q¡;~~é;_t~o'.~¿falta concentración de venta callejera 

de alimentos, a'si como de. consurniciores. E.s importante mencionar que a pesar 

de la importan.cia en saludpúbli~d~ ETEC no se identifica normalmente en los 

laboratorios clínicos .y mucho menos en los alimentos. Esto se debe a que su 

identificación requiere de metodologías y técnicos especializados. Es por ello que 

en este estudio se estandarizarán dos técnicas de biología molecular para la 

identificación de ETEC de alimentos y se evaluará cual ofrece mejores resultados 

de diagnóstico, es más rápida y es más económica. 
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OBJETIVOS. 

Generales: 

Determinar el estado sanitario de alimentos de venta callejera colectados en los 

puestos de los alrededores de la Basílica de Guadalupe, estableciendo la 

presencia de &~ eo1< como un indicador de contaminación fecal y a ETEC 

como indicador de un patógeno humano, en (salsas, frutas, mariscos, verduras, 

tortilla y frijoles.) 

Objetivos particulares: 

Determinar la presencia de ~ eot.". a través de una evaluación 

cuantitativa (UFC/g), corno indicador de contaminación fecal en alimentos de 

venta callejera como salsas, frutas, mariscos, verduras, tortiUas. y frijoles, 

colectados en los puestos de los alrededores de la Basílica de_ Guadalupe. 

Identificar la presencia de (ETEC), en los alimentos de venta callejera, corno 

indicador de un patógeno humano. 

Realizar un estudio epidemiológico del área de estudio. 

Comparar dos técnicas de biología rnolécular reacción en cadena de la 

polimerasa "PCR" y la hibridización de colonias en fase sólida para la 

Identificación de &~ e4'; enterotoxigénica (ETEC), de aislados de ~ ,«; 

de alimentos de venta callejera. 
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HIPÓTESIS. 

Los alimentos vendidos en vía publica están contaminados fecalmente. 

La técnica de "PCR" multiplex para identificar los genes de patogénia lt y st de 

ETEC, es más reproducible, más. rápida y económica que la técnica de 

hibridización en fase sólida utilizada tradicionalmente. 
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METODOLOGÍA. 

Descripción del Área de Estudio: 

El estudio se llevará a cabo en los puestos de venta callejera de alimentos, 

localizados en la periferia de la Basílica de Guadalupe en la delegación política 

Gustavo A Madero, enclavada en la zona Norte de la Ciudad de México, ubicada a 

19° 29' longitud norte y a 87;7º latitud Oeste y a 2250 msnm. En una zona de 

suelo aluvial. El periodo de lluvias se presenta generalmente entre los meses de 

mayo a septiembre a cualquier hora del día y su temperatura media anual oscila 

entre los 25 y 28 ºC, y como parte de la misma zona geográfica tenemos el cerro 

del Tepeyac ubicado en las mismas coordenadas pero a 2350 msnm., donde 

encontramos un bosque artificial con eucalipto y pirúl como flora principal, además 

de algunas cactáceas y pastizal inducido.(cartas topográficas del INEGI, 1982) 

En los alrededores de este centro religioso se ubican gran cantidad de escuelas y 

áreas industÍ'iales por lo.que es un área de paso obligado para muchas personas, 

además de 1J\1;~n afluencia de feligreses que asisten a lo largo del año. Se 

estima· que el número de visitantes a ésta nuestra área de estudio sea de 8 

millones, y su distribución ésta representada en mayor proporción por niños, 

adultos y turistas que llegan a consumir alimentos en los locales semifijos que se 

encuentran en los corredores fuera del templo y en los locales ambulantes que 

están dentro del atrio o en el corredor comercial de la calle Fray Juan de 

Zumarraga, en los que se puede apreciar una carencia de servicios públicos (sa --

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

Para determinar los puntos de muestreo, se realizó un recorrido previo en" los 

alrededores de la Basílica de Guadalupe y se tomaron los siguientes criterios: 

Que fueran sitios de alta afluencia de personas, de automóviles y de viento. 

Que fueran lugares donde se vendían alimentos de fácil consumo, por 

ejemplo: quesadillas, enchiladas, tacos de canasta, tlayudas, cóctel de 

frutas o mariscos (camarón y ostión) 

PARÁMETROS AMBIENTALES: 

Para determinar la hora del muestreo se consideró lo siguiente: 

La hora en que se inicia la venta. 

El tiempo estimado en que se realizaria el muestreo. 

• El tiempo de trasládo h~cia 'el punto de muéstreo, y del punto de muestreo 

hacía el laboratorio. 

El tiempo requerido para el procesamiento de las muestras. 

TIPO DE MUESTRAS COLECTADAS: 

Salsas verde, roja, chile piquín, mole verde o rojo, cócteles de ostión-camarón), 

camarón, frutas ( sandía, papaya, mango jícama, melón ), aderezos como cilantro, 

nopales, col y iechuga. 

RECOLECCIÓN DE MUESTRAS: 

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

termómetro ambiental de -20º Ca 110º C, marca Brannam. 
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RECIPIENTES DE RECOLECCIÓN: 

Se colectaron las muestras de alimentos en bolsas de plástico limpias y nuevas, 

se cierran y se etiquetan con los siguientes datos: 

Número de muestra. 

Fecha. 

Hora. 

Observación. 

DINÁMICA DE MUESTREO: 

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

ESTUDIO OBSERVACIONAL: 

Al realizar los muestreos, se hacían observaciones sobre el puesto, es decir, si 

tenía fuentes de abastecimiento de agua cercana, sí contaban con refrigerador, 

con vitrina para exponer sus productos, la apariencia del dependiente o la 

dependiente, es decir, si tenía las manos limpias, uñas recortadas, si usaba gorrita 

o si tenía el cabello largo o corto, ¿cuántas personas había? Y en la medida de lo 

posible se establecía una charla con ellos para preguntar si los alimentos se 

preparaban en el lugar o en casa, si se reutilizaban los sobrantes, y que cuál era 

su clientela estimada. 

Todo esto con cautela, ya que las autoridades no nos acompañaban y para evitar 

problemas con los comerciantes se llevaba a cabo los muestreos de incógnito, 

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

Al finalizar se guardaran las muestras en un recipiente de unicel, para su traslado 

al laboratorio de Epidemiología Molécular del Departamento de Biomedicina 

Molécular del CINVESTAV, donde se llevara a cabo su pr'ócesamiento. 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS: 

Las áreas de trabajo deberán limpiarse con cloruro de benzalconio y 

alcohol en solución al 50% (v/v). 

Encendido de mecheros. 

Se sacaran las muestras del recipiente de traslado y se colocaran por 

número de orden creciente sobre papel secante. 

Antes de abrir la bolsa, se homogenizara peñectarriente la muestra( si es 

necesario macerar), A cada muestra se le tomará la lectura del pH, con papel indi

caor marca Merk, con rango de 1- 14, y se pesará _1 gramo para realizar el análisis 

microbiológico y se procederá de la siguiente manera. 

ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO. 

1) Utilizando una pipeta Pasteur de plástico, estéril, de 3 mi, se pesó 1 gramo 

de cada muestra en un criobial, utilizando una balanza semianalítica 

marca Ohaus. 

2) El tubo se rotuló con los datos de la muestra y se colocó en una gradilla, y 

se trasladó a un área estéril, acondicionada con mecheros para iniciar el 

procedimiento de dilución de las muestras. 
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3) Se realizaron dilüciones por duplicado hasta.10 ~3 o hasta 10 ~.utilizando 

solución sali~a e;téril al 0.85 %, todos los tubos se agitaron c:On el vortex, . . . 

antes de realizar las:~rnudones y antes de colocar él in?cul~ ·en las placas 

4) Se siembra. en plaeas de Petrí con medio de agar MacConkey marca 

DIFCO, ~e ~locaron 10 ~ti de la muestra (cada dilución y a la muestra sin 

diluir), usando una punta por dilución, (las puntás .se colocaron en bolsas 
:, .· ._· . 

de plástico para . su posterior incineración), y se 'sembró por. estría, se 

incubar~n las cajas de Petrí en posición invertida de<1 B a 24 h a 37ºC. 

5) Todos los datos se anotaron en la bitácora .del labor~torio. Una vez que se 
. ... . 

termino el procesamiento de las muestras, las áreas d~ trabajo quedaban 

limpias. 

6) Al día siguiente ·se sacaron las placas de Petrí del cuarto de incubación y 

se realizó el conteo de colonias parecidas a &~ uá es decir, colonias 

fermentadoras de. lactosa (color fucsia), en agar MacConkey con bordes 

enteros; de estas se seleccionaron 5 colonias por caja y se sembraron en 

tubos con medio Motilidad lndol Ornitina (MIO), (para la prueba del indol) y 

en agar peptona,( para su conservación), y se incubaron a 37ºC de 18 a 

24 horas, se realizó la prueba del lndol con el reactivo de Erlich. 

7) Las colonias indol positivo (+), colonias que presentaron la formación de 

anillo rojo, se seleccionaron para sembra~~e, de peptona a agar Mac 

Conkey, por estría cruzada y se seleccionó 1 colonia para iniciar las 

pruebas moleculares. 
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

Muestras de alimentos 
Y diluciones 

~----'-"-+ 

Sembrar en agar MacConkey 
Incubar a 3~C 16 a 24 h. 

Contar las cepas ~ ea& 

like,y seleccionar al azar 5 
colonias y sembrar en medio MIO 

a §!:_fleptona,~cubar a 37º e 

Seleccionar cepas indo! (+) 1 

.---~~--==-=-~,...,..--,~-·"--~--. ~~·'--7--:c:----,-~~~~---, 
PCR Multiplex Hibridización en fase sólida, 

st y lt con iniciadores especificas para st y lt, con sondas 
es ecíficas 

FUNDAMENTOS TÉCNICOS. 

Hibridización de colonias en fase sólida. 

La técnica de hibridización de colonias en fase sólida, es un método que requiere 

del aislamiento de las colonias de &. eoú, Una vez que ya han.sido identificadas 
- . . . .. 

como (lactosa + e lndol +), se resiembran en placas de·Agar de Soya y 

Tripticaseína (TSA), en donde se pueden colocar 'varias :colonias, las que se 

incuban a 37ºC duránte 4 o 6 hrs. Después de: est~ ti;~po s~ c0loca sobre la 

placa de TSA, una membrana de Nytd~ can ~r~~ poslti~a (+), y se incuban 

durante la noche a 37ºC. Al día siguiente se retira la membrana y las colonias son 

Jisadas y desnaturalizadas con hidróxido de sodio y dodecil sulfato de sodio (SOS), 

e hibridizadas in situ, con sondas especificas marcadas radiactivamente P32 

(Moseley y col., 1982) o con dlgoxigenina. Si los genes que nos interesan se 

encuentran en estas cepas las sondas específicas se unirán, manifestándose 

lE51S CON l 
FALLA DE OlllGEN 
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una reacción positiva de hibridización y para revelarla utilizaremos el conjugado 

antidigoxigenina - fosfatasa alcalina (Rodríguez, 1999). 

Protocolo para Hibridización de colonias en fase sólida. 

1.Se siembran las cepas sobre una placa de agar TSA, utilizando una cuadrícula 

para tener de una manera ordenada nuestras cepas problema y siempre se 

siembra tanto la cepa de referencia de ETEC 10407 que será el control positivo 

(+)y la cepa E. coli 3030 como control negativo(-) 

2. Se Incuba la placa de 4 a 6 h a 37º C. 

3. Posterior a la· incubación, se coloca sobre la placa de agar una membrana de 

hybond- N. 

4. Se deja incubando toda la noche a 37 ºC. 

5. Se saca la placa de la incubadora y ~n mucho cuidado se retira la membrana 

y se coloca sobre un trozo de papel filtro Wathman No.1, impregnado con NaOH 

0.5 N en una caja petri de mayor diámetro. 

6. La membrana se mantendrá en NaOH 0.5 N, por espacio de 15 minutos. 

7. Se transfiere la membrana a p~pel filtr~ saturado con solución Tris 1 M pH8, 

dejándola así durante 1 o minutos .. 
::·.,·:: ',·-< 

8. Transferir la membrana a p~p~lfütro saturado con solución Tris 1 M pH 8 -1.5 

M NaCI y dejarla por 1 O minutos. 

9. Retirar la membrana Y· .enjuagarla en Solución Salina Citratos (SSC) 2X, y en 

Dodecil Sulfato de Sodio (SOS) al 5 %. 
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10. Una vez enjuagada, se coloca sobre papel secante y se deja secar a 

temperatura ambiente. 

11. Cuando la membrana este bien seca, se fija el DNA con luz· UV en un Gene 

linker; con una intensidad de 30 mjoules, durante 60 segundos. 

12. Colocar la membrana en una bolsa de plástico, con 5 mi .. de solución de 

prehibridación, (ver anexo) o hasta que este cubierta. la mem,~raria y cerrarla 

herméticamente con un sellador térmico. 

13. Una vez sellada, se mete a incubar a 65 ºC, durante 1 h en un baño de agua. 

14. Terminada la incubación, retirar la solución de prehibridación con una pipeta 

de 1 mi. 

15. Se adicionan 2.5 mi de líquido de prehibridación más sonda marcada con 

digoxigenina, y se sella nuevamente. 

16. Se deja hibridizando a 65 º C, toda la noche en baño de agua. 

17.Se preparar una solución de lavado (Solución salina citratos SSC 1X y dodecil 

sulfato de sodio SOS 0.1 %) y se le mantiene a 65 º C, hasta su uso. 

18. Retirar al siguiente día la sonda con una pipeta y se_ guarda para su rehúso 

(hasta 5 veces). 

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

con 20 mi de solución de lavado. 

20. Se elimina la solución y se le adicionan 20ml más de solución de lavado, por 

15 min. A 65ºC en agitación. Esto se repite 3 veces. 

21. Se enjuaga la membrana con 20 IT11de;~();u~IÓ~ A, y agitar por 1 min. 

22. Se transfiere la membrana a 20 mi de solución B, por 20 min. en agitación. 
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23. Se Incuba con .·el anticuerpo en 1 O mi de solución B y 1.5 µI de 

antidigoxigenina- fosfatasa alcalina. 

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

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

26. Se repite el paso 26. 

27.Se enjuaga la membrana en 20 mi de solución C (ver anexo), agitando por 1 

min. 

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

29. Incubar la membrana a temperatura ambiente hasta la aparición de color 

morado, el cual indicaría una reacción positiva. 

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

FUNDAMENTO TÉCNICO. 

La reacción en cadena de la polimerasa. 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica de biología 

molécular que fue desarrollada por Kary B. Mullís en 1985, está técnica consiste 

en la síntesis enzimática in vitro de millones de copias de un segmento especifico 

de DNA blanco, flanqueado por un par de iniciadores que son secuencias de DNA 

complementario a una región determinada y que son usados como templados a 

través de la DNA polimerasa, que en varios ciclos logra extender las cadenas de 

interés. Por lo general cada ciclo consta de tres pasos determinados por 

temperaturas y tiempos específicos que son: 1) Desnaturalización, en el cual se 

separan las dos cadenas complementarias del DNA blanco. 2) Alineación, en el 
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que se realiza- el- apareamiento• especifico entre los iniciadores y las cadenas 

simples del segmentó de DNA blanco desnaturalizado. y 3) Extensión, en el cual la 

DNA polimerasa extiende ~': DNA a partir de iniciadores apareados al DNA 

blanco, al ir ~oli~~ri~~;cl~ los desoxinucleótidos libres, resultando en nuevas 

cadena_s -co~~lenl~ritarias a las dos cadenas sencillas presentes al inicio de la 

reacción. (Barrera y col.1993.) 

Protoéolo para la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa PCR. 

1) Extracción del_ DN,A.; se toma una colonia de la cepa de interés, (es decir, 

- aquellás qúe fueron L~ctosa + e _indo! (+)), de una placa de agar MacConkey y 
~ . \ ' " ·-. ' .. ' ' 

resuspenderla ¿n;)ml 8e-~~~a rrimi Q, contenida en un tubo eppendorf, se agita 
¡-. - -~~?: - ·-

vigor~~am~nte.r >• e: ··:··· '(> ·- -
2)Coloear el Íub~ie~J~gÚ~ -.-~·~ ebullición durante 1 minuto, 

DNAs~s. y que así él ÓNA'~e bonserVe por más tiempo. 
·-\' :_-~ •.. _ -.·':--'.':'.;.:;_,: c-..;·~ó;r":""-~- ::·<-:. 

para eliminar las 

3) Pará la -arT\piificaciÓn de(ge~e que codifica para la toxina L T, se utilizara a los 

iniciadores;/é~ una 'dilución _1:_10 TW20(5'-GGCGACAGATTATACCGTGC-3'), 

TW11(5'CGGTCTCTATATTCCCTGTT-3'), y para la amplificación del gene que 

codifi~- -•para la toxina ST, se utilizaran los iniciadores JW14 

(S'ATT_TTTCTTTCTGTATTTGTCTT-3') y el JW7 

(S'CACCCGGTACAAGCAGGATT-3'), posteriormente procedemos a realizar las 

siguientes mezclas de reacción: 
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T bl 1 M a a ezc a oara a reacc1on. 
Volúmen de Nombre del reactivo 
reactivos 
~J!l DNA mezcla,problema o C*. 

8.0 µJ Mezcla de iniciad;;;:~;, 
--- --

0.1 ~ti Taq polimcrasa 
2.5 µI Regulador 
2.0 ul dNTP' s ** --
10.4 ul Agua 
25.0 µI Volumen linal -·e Control. 

ºLos DNTP's deoxiadenosin trifosfato (dA TP). deoximetidina bifosfato (dTTp), 
deoxicitidina trifosfato (dCTP), y dcoxtguanocin trifosfato ( dGTP), para cada reacción. 

La amplificación de estos genes se realizó en una sola reacción en un volúmen 

final de mezcla de 25 µI, tanto para los tubos de las muestras problema, como 

para el control (+)de las~ uf< enterotoxigénicas ETEC 10407. La reacción 
- -

final de amplificación contiene 2µ1 cl_el DNA problema o control, en 10 mM Tris~HCI, 

(pH 8.0) -50 mM KCl2; 200 mM~d~ cad~DNTP dATP;•dCTf:',~GTP ydTTP ( 
_: -' - .• >-- - ., --~ "' ·-. _ -_-,_-.'· o.: ·o_--=--·~·---, .·-· -. - · - • • - ;__ :.! . .,,·-.!·--_,,-,:O.·¡.---, .e:._ . 

-.. ··,:--

Perkin- Elmer, Norwalk, Coon) ~- o.75 U Ampli "f'aq :; Polimerasa=' BÓ~hringer 

Mannheim), 1 o pmolas ·de_ dada iniciador y2mM _~e M~c122 2~ci~'.ttb6 s~ mezclo 

por agitación en vortex y se introdujo en el eqJfpo P~r~i~- El~~r-Cetús DNA 

termociclador, y se siguió el siguiente programa: Calentar las muestras a 50 ºC por 

2 min y a 95 ºC por 5 min durante 40 ciclos, cada uno a 95 ºC por 45 seg y a 50 

ºC por 45 seg. Una vez terminados los ciclos se realiza una extensión final de 10 

mina 72 ºC. 

El producto de PCR, se colocó en un gel de agarosa al 2%; en regulador TAE 1 X y 

se corre en electroforesis a 80 Volts, 400 mAmperes, por 1 h. y se revela con 

bromuro de etidio. (ver esquema 1 ). 
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; 
Electroforesis 

BOV 
400mA 
60min 

1 colonia 

1 mi de agua Milli Q 

~o ··e 

9' ºC 9, ce 

'º"(' 
72ºC 

11111n 

'm1n 

.&~ IC8 

·'51c5 

!Omm 

2 µI DNA 

Calentar por 1 min 

A ebullición. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Mezcla de reacción 

Agua 
Buffer 10x 
dNTPs 
Iniciador lt 
Iniciador st 
Taq 
DNA 

8.4 µI 
2.5 
4.0 
4.0 
4.0 
0.1 
2.0 

Esquema l. Protocolo para 
"PCR". 



Nota: Para la preparación de medios, reactivos, soluciones, diluciones y 

concentraciones utilizadas en este estudio. Ver los anexos. 

Para determiqar la diferencia entre las técnicas moleculares empleadas, en base a 

la presencia. de. los genes, se realizó una prueba de Chi cuadrada x.2 de 

dependencia, con la finalidad de detectar diferencias estadísticas ( p<· 0.05). 

Daniels, 1995.) 

x_2 =l:l: (O - E)2 

E 

Donde: E = T L x T R 

Donde: E = valores obtenidos. 

T L = sumatoria de la columna 

T R = sumatoria d~ la fila. 

T =total 
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RESULTADOS. 

1. MUESTREOS. 

Durante el verano y otoño de 1999 (16 de agosto al 4 de octubre), se realizaron 8 

muestreos (1 por semana) de alimentos de venta callejera. 

Se colectaron un total de 91 muestras de diferentes alimentos, entre ellos, salsas 

verdes y rojas, arroz, cóctel de camarón y ostión, frutas con chile piquín, verduras 

cilantro, col, rábano, lechuga, nopales, y frijoles.( ver tabla 2) 

Al final de los 8 muestreos se encontraron 51 muestras contaminadas con 

colonias parecidas a &~ .,,,& y el resto no presentó cre¿i~ientode colonias 

parecidas a&~.,,,&, o no hubo ningún tipo de crecirrli~nto.'cter tabl~ 3) 
~ ' - .-·~ '• 

Se obtuvieron un total de 34 muestras con ~;~.(~~r· tátí\~s· de 4 a 11) 

Sólo 3 muestras fueron positivas para ETEd. (vert~~¡~~16 y17). 
,. , . ' . ~-.. . - :¡ : 

Las temperaturas registradas.durante los mu~streÓs.~s~il~ron entre los 15°C y 

28ºC. (ver tabla 3) 

Los pH's de las muestras oscilaron entre 3 y 7. 

Los ph's de las muestras en las· que se observó crecimiento de ~ .,,,& estuvo 

entre 4 y 6. ( ver tablas de 4 a 1.1) · 

Las cuentas en UFC/g presentaron intervalos desde 2 - 4.8 X 106
, por lo que no 

deben dejarse pasar por alto, ya que si consideramos el tiempo de replicación de 

las bacterias que es de 20 minutos y el tiempo que los alimentos están expuestos 
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en la vía pública, que es de aproximadamente 8 horas, hay tiempo necesario, para 

que estas se repliquen y alcancen las dosis infectivas sin ningún problema. 

Se observó que las fuentes de abastecimiento de agua, están muy alejadas de los 

puestos de vent~ de~limentos. 

Se recabar~~ d~i~~-~Jerca éfe que los alimentos son preparados en el 90% de los 
,. ' 

puestos ¡;,'~ el rnisino;~iti~ en el que se expenden y sólo un 1Ci'% preparaba los 
·-.·.,::·( ··f:·:~· . -···'.~.-.:>"'"º 

alimeritós~n'~¿ ~~ª:' 
-~ .•, 

NingÚn ciílleicÍ~rit~ ~~epta que sus productos fueran de mala calidad o bien que 

losmi~rn~~ s~,~n reuUliza~os en el día siguiente a su preparación. 

También ~e<observó que en muchas ocasiones los utensilios sin enjuagar.son 

reutilizad~~ ~~·ra colocar nuevos alimentos. 

En ningún local se utilizaban gorra~ para cubrirse -el cabello o guantes para las 
:~',~ .. -e~(~.;_' 

manos. ·'.· >;-:.:: ·-

Las frutas eran rociadas_ para mante~e;la~frescas, con agua de botes que no 

estaban cubiertos, por 16'«q&~--~~~~:~~ e~puestos al aire, polvo y contaminación 
~-,- :.-.'; - . -"' ,'°' ·. -

química proveniente de los esé:apes de los autos. (Durán y Kaufer, 1993.) 

Los comerciantes comentaron que en promedio se atendía a unos 50 clientes al 

día y que cada uno de ellos consumía de 2 a 4 quesadillas o gorditas y 1 coctel 

por persona, una tlayuda o una orden de enchiladas (ningún extranjero consumía 

este producto debido a la apariencia de el platillo, informe dado por la vendedora), 

según fuera el caso. 

Un aspecto que nos llamo enormemente la atención es que los alimentos no son 

nada económicos, ya que una quesadilla o gordita tenía un costo de entre $ 8.00 y 

$ 10.00 o los cócteles de mariscos$ 18.00 y las enchiladas$ 15.00 , las tlayudas 
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$ 12.00 y las frutas $ 5.00 el vaso, lo que de ninguna manera indica que sean 

alimentos accesibles a toda la población. 

Los· puestos son atendidos principalmente por los miembros de la familia y en el 

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

2. ALIMENTOS COLECTADOS DURANTE LOS MUESTREOS. 

En la tabla 2, se muestra el tipo de alimentos colectados. Los alimentos más 
frecuentemente colectados fueron salsas picantes. Puesto que se considera que 
éstas se adicionan a casi todos los alimentos vendidos en vía pública y que por lo 
tanto pueden ser un importante vehículo de ETAs. Se colectaron 30 salsas 
verdes, de las cuales 18 tuvieron presencia de colonias parecidas a&. uú, 12 de 
salsas rojas de las cuales 6 tuvieron crecimiento de colonias parecidas a &. uú. 

Además se colectaron 6 muestras de mole, 1 de ellas con crecimiento de colonias 
parecidas a & ""''· y 3 muestras de chile piquin, 1 de ellas presentó crecimiento de 
colonias parecidas a &. uf<. 

Tabla no. 2 Alimentos colectados durante los 8 muestreos. 
ALIMENTO ____ 1ero. 2do. 3ero. 4to. Sto. Sto. 7mo. Svo. Total 

Salsa verde______ 6 4 3 4 3 3 4 --'-3--+--3"-0'-_, 
Salsa rojª--~~ --- -~ _ _J_ ____ 1__ 2 1 3 1 1 11 
Arroz 1 1 1 1 5 
Mole ---·~-1--1- 6 

Pata 1 1 
Fruta- -----+---'1--t---+--2--1--2---+-----+----+----+--1'--I 

----------
Camarón/ostión 1 3 
Ostión -------- --- ----- 2 
-------- - - - ------ 1-------·-1-~--1---t--,--t--c---+----+-----t-~~-1 

Camarón 1 5 
Frij_oles__ ___ _ . ____________ _,_ __ 1_-+----•----+---+---+--1--1 
Entomatadas _________ 1 ____ 1_ ----+------- -----t--cc2 _ _, 
Tortillas ___ · - 1 3 
Cfüiñtío' --- -----~ --- ---i---r--r- -t--1---+-----+--4~--1 

C~13_ntro0()f.l?le_!;_ __________ __1_,___--+---f----•---- 2 
N les -- ---:¡--- -1-
º~- ---- -Col/rabano _¡ __ ~---- --- -- 1 

~~~~~~~:- -__ : ¡- _:==--= =~=-= -- ---- ~ 
W[!~~~--=L~=~--~;-- 13 12 1~ 16 10 };-

En cada columna se anota el total de muestras colectadas en cada muestreo. 
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3. MUESTRAS COLECTADAS CONTAMINADAS CON CEPAS PARECIDAS A 
& . ...& y NO CONTAMINADAS con& . ..u. 

Tabla No. 3. Aquí se observan los datos de cada muestreo realizado durante este 
ro ecto, la tem t b. t 1 · t d d 1 t Rera ura am ten a reots ra a urante e mues reo. 

Fecha Total de 
del mues tras 
Muestreo. recole ciadas 

16-08-99 10 
24-08-99 11 
30-08-99 11 
06-09-99 13 
13-09-99 12 
20-09-99 14 ------ ~-

---~ 

- --·-----

--------

-------

- - -·-----

Muestras 
contaminadas 
con colonias 
parecidas a &. 
<4!i,. 

7 --------
5 
6 
4 
5 
11 
7 27-09-9_9 __ _10 ------

04-10-99 10 
TOtai-- 91 

------ 6 
51 

Muestras Temperatura 
no Ambiental ºC 
contaminadas. 

3 22 ºC 
6 18ºC 
5 20 ºC 
9 15ºC 
7 18ºC 
3 24 ºC 
3 28 ºC 
4 18 ºC 
40 

4. MUESTRAS CONTAMINADAS FECALMENTE. 

A. Muestras contamínadas con &~üt <4fi. 

A continuación en las tablas de la 4 hasta la 11, se muestra que alimentos 
estuvieron contaminados fecalmente con ~ u(¿, por muestra. los niveles de 
contaminación fecal en UFC/ g. su pH y el número de puesto de procedencia. Se 
encontraron un total de 34 muestras contaminadas fecalmente con &.deUdia u«, en 
todo el trabajo. 

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

alim en to 
___J_'!L 1Ql ___ 

verde. Salsa 
Cóct 

camarón 
elde 

f---~J__s-ª-
¡__ __ Sa 1 sª _ 

/ostión. 

;~~%.--1---

PH UFC/g, de 
~<4fi. 

5 3 X 10' 
4 3.8 X 10° 

5 8x10¿ 
4 13 X 1 o• 

Puesto número 

4 
5 

9 
10 
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Tabla 5. 2do. Muestreo 24-08-99. 
Tipo de pH UFC/g de Puesto 
alimento &~..ti. número. 
(1/1 O) 
Mole 6 1.2x10• 4 

Tabla 6. 3er. Muestreo 30-08-99. 
Tipo de PH UFC/g Puesto 

Alimento De número 
(7/11) &.dcu:dia eoá. 

Salsa roía 4 1.7 X 1 O' 2 
Entomatadas 7 1.4 X 10º 4 

Ostión 4 1.8 X 10º 5 
Salsa roja 4 6.6 X 10' 7 

Salsa verde 4 2 ·x 10' 9 
Salsa verde 4 6 X 10< 10 

Cilantro/ 5 1.8x10ª 7 
nooales 

Tabla 7. 4to. Muestreo. 06-09-99. 
Tipo de PH UFC/g Puesto 

Alimento De número. 
(4/13) ~..ti. 

Cóctel de 4 8.4x10' 5 
camarón 

Salsa roía 5 3.2 X 10' 7 
Salsa verde 5 1.28 X 10• 9 

Nopales/ 5 4 x10ª 7 
cilantro 

Tabla 8. Sto. Muestreo. 13-09-99 
Tipo de PH UFC/g Puesto 

Alimento de número. 
(7/12) ~¿¡,,..ti. 

Salsa verde 5 2 X 10' 1 
Tortilla 7 6.4 X 10,_--. 4 ·----

Paoava oicada 6 2 X 10 ¿ 6 
Salsa roja 5 2.6 X 103 7 

Mango 4 1.6x10• 6 
Cilantro 5 5 X1if' 7 

-· 
Col/ rabano 7 96 4 
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Tabla 9 Sto Muestreo 20-09-99 
Tipo de PH UFC/g, Puesto 
alimento de número. 

(8/14) ~e«< •. 
Tortilla 8 4.4 x10• 4 

Cóctel de 5 5.8 x10• 5 
camarón/ostión 

Salsa verde 5 4 X 10, 8 
Salsa verde 5 2.6 x10• 9 

Camarón 7 1.2 X 10º 5 
Cilantro 6 1.6x10º 7 

Col 5 2.6 X 10° 4 
Rabano 7 4.8 X 10° 4 

Tabla 10. 7mo. Muestreo 27-09-99. 
Tipo de PH UFC/g, Puesto 

Alimento de número. 
82/10) ~e.ti •.. 

Salsa verde 6 7.2 x10' 1 
Salsª-I.Qja 4 1.2x10• 7 

Tabla 11. 8vo. Muestreo. 04-10-99 
Tipo de PH UFC/g Puesto 
Alimento de número. 

(1/10) &~<Oi< ... 
LechuQa 6 8.2 x10• 4 

B. Contaminación fecal de alimentos con &dde~ ~ en UFC/g por grupo 
de alimento. 

También se analizaron por grupo de alimento y el que más frecuentemente se 
colectó fué el de las salsas y se encontró que 15 de 41, presentaron contami
nación con &.dn«ha e«<., lo que no deja de llamar la atención si se considera que 
estas salsas son consumidas como aderezo de gran parte de los alimentos 
vendidos en la via pública.(ver tabla no. 12.) 
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Tabla 12. SALSAS 
GUSTAVO A. MADERO (Basílica) 

Alimento No. de Muestras UFC/g. de Media 
contaminadas/ total ,&tdeT&Áá# e..&;. 

Intervalo 
Salsa verde 10 / 30 2 - 26,000 4,710 
Salsa Roja 5 / 11 }...L:_12,000 3,456 

Total 15 / 41 

Tabla 13. En la siguiente tabla observamos los valores de UFC/g &~1a uá de 
un grupo de alimentos que son un importante vehículo de ET As. 

Tabla 13. MARISCOS 
GUSTAVO A. MADERO masílica) 

Alimento No. de Muestras UFC/g. de Media 
contaminadas/ total ~ 

<41'•,. Intervalo 
~-· 

Cóctel de 2/3 38 - 580,000 309,000 
Camarón y 

Ostión ------- -~-------- -··-----
Ostión 1 / 2 --~-'-º-ºº- ----- 18,000 ---·--

Camarón 1 / 4 __ _!2,000_ ---- 12,000 
Total 4/9 -- ------ ---- ----- --

Obsérvense los datos de UFC/g de &.dcUdia <OI<' contabilizados en este estudio, son 
realmente altos y si hacemos la consideración de que los muestreos se realizaron 
a temprana hora y que estos alimentos estaban expuestos por lo menos 6 horas 
más, las cuentas de estas bacterias para el caso de camarón que es de 1.2x 104 

UFC/g, a las 6 horas sería de 2.16 x 105 UFC/g, lo que no deja de ser alarmante. 

Tabla 14.En esta tabla, observamos elevados niveles de UFC/g de&~ <4'i en 
frutas y verduras, lo que nos lleva a pensar que para estudios posteriores deberán 
considerarse como importantes vehículos de microorganismos patógenos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Tabla 14. VERDURAS Y FRUTAS 
GUSTAVO A. MADERO (Basílica) 

Alimento Número de UFC/g. de 
Muestras ,S:,der/d'&. e..&; . . 

Nopales/ 1 1.8x 10° 
cilantro 

Nopales I 1 4 X 10° 
cilantro 
Cilantro 1 5 X 10° 
Cilantro 1 1.6 X 10° -

Col /Rábano 1 96 
Rábano 1 4.8 X 10° 

Col 1 2.6 X 10° 
Lechuaa 1 8.2 X 104 

Paoava 1 2x10'-
Mana o 1 1.6 X 10° 
Total 10 

e.Prueba del indol. 

Para conocer cuales muestras estaban en efecto contaminadas fecalmente, 
usamos a &. edli,. como indicador. Se determinó cuales y cuantas de las 5 cepas 
aisladas por muestras eran positivas a la prueba del indo!, ya que esta prueba nos 
indica con un 99% de certidumbre si una cepa parecida a & . ..ti, es realmente una 
& . ..t<,. ( Nataro and Kaper, 1998.) En Ja tabla No. 15 se muestra que del total 233 
cepas seleccionadas, resultaron ser indol positivas 63 ( 27.03%), precisamente 
estas cepas son las que se procesaron por las dos técnicas de biología molécular 
(Hibridización en fase sólida y "PCR".) 

T bl N a a o.15 c Id epas ais a as. 
Fecha de Cepas Cepas 
muestreo Lactosa+ Indo!+ 
16-08-99 36 15 
24-08-99 10 1 
30-08-99 34 11 

06-09-99 29 7 
13-09-99-~- 42 12 
20-09-99 55 12 
27-09-99 23 4 
04-10-99 4 1 
Total 233 63 
Porcenta~s 100% 27.03% 
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5. COMPARACIÓN DE CEPAS ETEC, POSITIVAS POR LOS MÉTODOS DE 
HIBRIDIZACIÓN EN FASE SÓLIDA Y PCR. 

Se analizaron las 63 cepas indol (+), provenientes de 34 muestras, para presencia 
o ausencia de los genes lt y st de patógenia por los métodos de Biología molécular 
propuestos, encontrándose que por el método de hibridización en fase sólida, se 
identificaron 5 cepas con el gene st y 1 O cepas con el gene /t. Por el PCR se 
identificaron no sólo los genes lt y st de las cepas identificadas por hibridización en 
fase sólida, sino que se observó que las 5 cepas st, eran en también st positivas y 
finalmente se identifico otra cepa si que paso desapercibida por el método de 
hibridización en fase sólida, esto lo observamos junto con su procedencia, en las 
tablas no. 16 y 17. 

Tabla no. 16. 
Número Muestreo Origen de la Temp ... pH Geneildentifi-

de Número. muestra y en cado a través 

Cepa. No. de ºC de:hibridización 

Local. 
en fase sólida 
lt st 

-·· 
26 1ero. S. verde 9 22 5 + + 
27 1ero. S. verde 9 22 ·5·- + + 
28 1ero. S. verde 9 22 5 + + 

S. verde 
-->---

29 1ero. 9 22 5 + + 
-~--- ---

30 1ero. S. verde 9 22 5 + + 
S. verde 

----~ 
31 1ero. 10 22 5 + -... 

32 1ero. S. verde 10 22 5 + -
33 1ero. S. verde 10 22 5 + -
34 1ero. s: verde 10 22 

--
5 + -

~---

35 1ero. S. verde 10 22 5 + -
287 6to. S. verde 9 24 5 - -

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

Tabla no.17 
Muestra* Fecha Local pH No. de Gen 1 Grupo de UFC/g de 

de de cepas Identificado 1 E.- coli Escherichia 
Aislamiento Positivas ; Patogénica coli. 

origen -+ Salsa 18-08-99 9 5 5/5 L T-ST r ETEC 8 X 10' 
verde 

. ···"···-·-·- -·-
Salsa 18-08-99 ·-10- 4 ---~ -LT-ST 

' 
ETEC - - 1:3·x-104·-

Verde ' 
Salsa 21-09-99 9 5 1/5 ST --;~EC·-2.6 X 104 -

Verde i 
• Son muestras de puestos diferentes 
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5. COMPARACIÓN ENTRE LAS TÉCNICAS UTILIZADAS. 

En el caso de hibridización en fase sólida. 

La hibridización en fase sólida requiere de 72 horas para su procesamiento 

y análisis. 

• El costo del análisis por hibridización en fase sólida por muestra, es de 

$ 482.35 (ver anexo 2) 

• Se requiere la utilización de una sonda específica, por cada gen que se 

desee identificar. 

En el caso de la reacción en ~den~ de la polimerasa. (PCR) · 

• 

• 

., '.. . 

El PCR, requi~ié tansólb de 24 horas para su procesamiento y análisis . 

El éosto del a~áÍisis d~;~CR ~·~~·muestra es de$ 57.85 (ver anexo 2¡: 
• -··· c".t:~r.,1'::>·:· i. ·.,_, . - ' - . . . • ' 

Permite .la .ici'e~tifi~~iÓn 9~'ge~~s rnÚltiples, en una sola reacción . 

El PCR e~,~~i"t;d~~a'n:.és·r~~r~d~¿¡iJI~ q~e 1~ hibridización en fase sólida 

como se puede observar en la tabla no. 15 de resultados. 

El. PCR, pe,rrnifo J~~ id~ntiflca,ción más rápida y eficiente, de tal forma que 

se pued~ incidir en .el diagnóstico de una enfermedad. 

• Ambas técnicas requieren de personal calificado para su realización. Sin 

embargo tiene menos pasos la PCR, lo que la hace más fácil para entrenar 

al personal. ( ver fotografías 1 y 2). 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Membrana con sonda si 

~..,.-::r:-;-

~, Control (-) 

_ _J Cepa 3030 

;:'~-

Foto no. 2 nos muestra las cepas que fueron identificadas con la 
sonda para los genes /1, a través de la técnica de hibridización en 
fase sólida. Es importante recalcar que las marcas en ocasiones se 
pueden interpretar erróneamente, sobre todo lo que observamos 
en el margen derecho. El orden de las cepas positivas es como 
sigue 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35. También están el 
control ( +), cepa 10407 y el control (-) cepa 3030. 

... ! 

Control(+) 
Cepa 10407 
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Para el análisis' estadístico ··se. utilizó la prueba de x.2 de independencia, 

obteniéndose el si~~iente valor x.2.os, 1; 3.84 
. . ' - - - - -

De los resultados;. Óbten.idos en el análisis de ·/, .no se observan diferencias 

estadística;,,ente si~~ih~~ti~as ( p> O.OS), lo cual indica que la ~resencia de los 

genes . ( · 11. y si), son independientes de la técnica de detección utilizada 

(hibridización en fase sólida o PCR ) 

6. DATOS EPIDEMIOLÓGICOS. 

Se observó que los alimentos se preparan el mismo día o un día antes de la venta 

y no se colocan en vitrinas para su exposición, por lo que están expuestos 

mínimamente 8 horas, sin refrigeración, lo cual los expone a factores que permiten 

la posibiHdad de contaminación química y la proliferación de microorganismos. 

(Durán y Kaufer, 1993.) 

Que los puestos ambulantes y semifijos no cuentan con servicios como agua 
-- -----·- •- --e - -•- --• • 

potable, de desagüe, •. sa~itarios ni electricidad, por lo que las condiciones de 

almacenamiento y manipulación de alimentos no son adecuadas. 

Al no haber redes de agua potable cercanas a los puestos de venta callejera, los 

manipul.adores 110 cuentan con la posibilidad de lavarse las manos o de lavar sus 

utensilios en forma adecuada, por lo que muchas de las veces son reutilizados 

para agregar más alimentos sin haber sido lavados. Por otra parte que la poca 

agua que tienen a su disposición al ser utilizada para la higiene personal y 

limpieza de los utensilios, se convierte en un caldo de cultivo para las bacterias 
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debido a la presencia de materia orgánica, a la temperatura y al tiempo de perma-

nencia. 

También se observó que los manipuladores además de no lavarse las manos, no 

se cubren elcabello, no utilizan batas, o guantes para manipular, servir o cobrar 

los productos. 

·. Contrarici. a lo que se piensa sobre este tipo de alimentos de que son de bajo 

costo;' por lo menos en este sitio de estudio no fue así, pues una quesadilla o 

gorditatenian un costo de$ 8.00 o una orden de enchiladas sin pollo$ 15.00, un 

cóctel de camarón u ostión$ 18.00 y las tlayudas $ 12.00. 

El análisis se realizó en doce puestos ambulantes semifijos (la localización se 

puede observar en el mapa) Encontrándose que estos puestos eran atendidos por 

22 personas, en un promedio de 2 personas por puesto, de las cuales 14 eran 

mujeres (64%) y 8 eran varones (36%.), estos datos permiten destacar el papel 

preponderante de la mujer en esta actividad, y est~ se puede asociar a dos 

causas. por ser el papel tradicional de la mujer o bien porque la ~ujer sé ha 
. -: ,--, ,; -·,·. -· ·, 

convertido en el principal sostén económico de Ún ··gran número de . familias 

mexicanas.( Durán y Kaufer, 1993.) 
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DISCUSIÓN DE RESÚL TADOS. 

Con base en los resultados obtenidos durante los 8 muestreos realizados en los 

alimentos vendidos en los alrededores de la Basílica de Guadalupe Cd. de México, 

un 37% de ellos (salsas verdes, frutas, mariscos, verduras, tortillas), se 

encuentran contaminados con &..dn<dc:a ...ti. lo que nos indica que el estado 

sanitario de dichos alimentos no es admisible (OPS, 1996) pero del 63 % restante 

no se puede decir que sean inocuos, sino que indica mejores condiciones. (Jay, 

1991.) 

Se encontró que las condiciones higiénicas en general tanto de los puestos como 

de los manipuladores eran inadecuadas, 

Otra ()bservación .interesante es que no hay correlación entre los niveles de 

contaminación por&~""' y la présencia.o ausencia de ETEC (ver tablas nos. 

16 y 17.) Estotoma gran importancia por ejemplé> ya que aun ahora se habla de 

permitir ciertos nivele de contaminación feeaÍ, ·•tal es el caso• de da leche 

pasteurizada, en donde el valor no debe.ser mayor a 10 coliformes fecales por 

mililitro o que para la car~.e.de cangrEljono deberá superar el valor de 100/g. Y 

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

UFC/g pero~ue ~i·n emb;rgo todas las ~""'aisladas de la muestra fueron 

ETEC positivas. Esto pone en evidencia el alto riesgo que consumir este alimento 

a pesar del baj~ nivel de contaminación fecal. Esto es aún más claro si hacemos la 

consideración que nosotros observamos en este y otros estudios acerca de que 

una persona consume de 2 a 5 tacos y que a cada taco se le agregan de 4 a 8 mi 

de salsa picante. Volviendo al ejemplo de la salsa verde contaminada por ETEC 
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esto nos llevaría a pensar que un individuo ' estaría consumiendo 

aproximadamente 1.6 X104 UFC/g por comida. Esto aunado al hecho cle'queésta 

bien establecido que ciertos alimentos disminuyen· 1a dosis infectiva. al menos dos 
';_ . __ .\'-:,~:~·" 

~ogaritmos (Estrada-García y Mintz 1996), esto indica cláraní'eríte el,:riesgo que 

estos alimentos implican para los consumidores. ·Q~~clei3~1 ~~rito d~ vi~ta 
epidemiológico es interesante mencionar que 2 de 3 ~~ las .~J~str~s . ETEC 

positivas fueron horno cultivos de &•~ ut; y provení~n del mismo puesto .. Esto 
. - ' . ' . 

nos indica contaminación secundaria del alimento y muy probablemente por el 

manipulador (Jay, 1991;0PS, 1996),aunque sería ne6esario haber realizado un 

coprocultivo del vendedor y verificar si había presencia de ETEC. 

En el presente trabajo no solo se analizaron salsas, si no también otros alimentos. 

que debido a su origen y preparación pue!den representar unvehículo de ETAs. 

Tal es .el caso d~• 105 mariscos qué •ªI .cómer~~·6r~'dks y~~sta/~xpues!Os·a las 

condiciones de la calle por al menos 8 horasrepre~e~t~~:~nrÍ~s~Ó'p()tencial para 
,, -~ ' ·\~ ->::~·· ... -.. -., _;~" --;¡: 

la salud del consumidor: A pesar de que no se eneonfró ETEC.~si se identificaron 4 
-. .,.,_~, ~?··' 

de 9 muestras que presentaron crecimiento d~ ·&~ ia.· ~n cuentas bastante 

elevadas, en una muestra de cóctel de camarón ·ci,~:~stÍÓn donde se detectó un 

valor de 5.8 x 105/g (ver tabla 13.) y si recordá.mos que estos alimentos están 

altamente ligados a la infección por virus como. el de la Hepatitis A o a los 

Calicivirus ((Blacklow. 1991 ), debería preocuparnos la venta de estos productos sin 

las medidas higiénicas necesarias para su conservación y manipulación. 

Se colectaron otro tipo de alimentos cuyas cuentas de ~ eoli son altas, lo 

que sugiere que en muestreos futuros será necesario incluir estos alimentos(frutas 
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y verduras crudas), en la recolección, ya que son vehiéulos comunes de 

contaminación. Pues como propone Benenson, 1995; Los alimentos contaminados, 

son la primera modalidad de transmisión de ETEC y este microorganismo es el 

principal causante de diarrea infantil ( Black y col. 1990) y de la diarrea del viajero 

DuPont y col, 1970 y Caeiro y col, 1999). 

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

tener en la salud ·pública, ya que la mayoría de estos son consumidos por la 

población del sector .. productiv9 e infantil en edad escolar, por lo . que su 

relevancia en lo eco·~¿miC:~ y en lo social no puede soslayarse puesto que ven 
-:::-~'1<·~ )· -

afectada su ,salÜd y . calidad' de vida por el consumo de estos · aiimentos 

contaminados(OPS, 1996.) 
' ::<-:::> .. -:'·_: ?'.:c--;·:;_:::~-

Arduino; 19930' propuso que la diarrea del viajero es un problema de salud 
-. - - . ~ . ' - '. ' . . ., -

importante· e~ lo~ ~~í~ei;~esarrollados, debido a que se presentan :rnás de 3 

episodios de di~rr~a ~!día y síntomas como dolor abdominal, calambres, nausea, 

vomitó y teriesmo, lo que provoca que las personas disminuyan su productividad. 

Cartwright, en 1993, propuso que la diarrea del viajero, es el problema de salud 

más común en los visitantes de paises desarrollados que visitan países en vías 

de desarrollo. Se estima que al año hay aproximadamente 16 millones de turistas 

de paises desarrollados en paises en vías de desarrollo y de ellos del 30 al 50 %, 

llegan a presentar diarrea del viajero (Arduino, 1993). Aunque estas proporciones 

pueden variar s~gún las estaciones del año, ya .que ETEC, es aislada hasta en 

32% en el verano y en sólo 8% en ,el invierno, es decir, presenta comportamiento . ·, . 

estacional (Malilla, 1992).En:··~éxico se ha observado que las diarreas en el 

invierno están asociadas c~n l~s Rotavirus (Velázquez, 1999). 
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En estudios realizados por la FAO, 1979 y por la OPS, 1996; se demostró que la 
-~, L • ' ' -- ;, --. ; ' • •• -· • • •· ·,• .:· : • •• : - ·:< • • .· 

venta callejera de alimentos es un· problema de. tipo. socia.1 f.de salud, para · 1as 

autoridades; pero también representan parte dé la economía informal, y en este 
"-;.·'-'--··- . ---·-

estudio· podemos .Óbserv~í-. qJé las persOrias qué s~ :dediciin. a . esta actividad, 

sino tuvieran este. trabajo/no tendriari'algu~o de oiro Íipo, por I~ que se convierte 
; < .. ·::;:,.. ·._-·h·--<::--.:<···.:,~~"--"·-.'>·,_·.";~~-~·)·\?··.:: :-:~·:\::.:_~))~-·~~~'.·~:~.--:~~~:-·· ____ ·'.,:.-- - ' -

en su únic6 so~té~~córíó~:co;J,:~ ·~¿~·., .. .:;. < .;.~; : ; 

En Méxiccis~e~tima :.·C¡ü; existe~;~~r6ximacJ'~rné~te ~fao,ooo' pue~tos callejeros 
' ;, ----'"'--· io_,,<-¡, --,:~~~~ ·_,_,;,:_·,!_;;;_;;~·::;',·,.{.'_._-.,. ;..--. ,-,_: ~--,·~' ,"_•;<'_: .. -:-.> · ..... :•_ - .- ' 

de comida, y q~e:€~tá:'~c~i~i.~~Cí prociJceúnos.·$.i16o'nín1ones de.pesos diarios, y 

que este tipo ~~ acliv[d.ad •e~/~spcm~able de por lo. menos 6 episodios de diarrea 

·.·Tal ve~' u~:/d~ ji~~ :aportaciones más .·i~tere;antes de este trabajo es la 

observél~ió~~~·e q~~·1~.•ni'ciri()1ogia de al~unadce~asd~ ~ uá.aisladas de 
' - ,."- . . - ' ., ' ._-, - :.. .·. . - ' .· . - .. - . '·'' .. -~ ' ,. ; ' . . - . -

aisl~das de mú~stras C:ií~ica~ ( lactosa •• +.'. de· .. coléir fu~i~ •• cóncavas y·. de bordes 

.·enteros:)' r>Jéito• qÚe;.1se ,observarán cepas~defa~~·..;e¿ •. cuya morfología 
.-, ''· ('• '' -~·:->·: é ~;:--·,· ' - ; -r 

denominam;s eslrell~da {l~btcisa +, co1cir rosado, ~nb6rdes irr~g~lar~s. Esto nos 

lleva a p~n~~r ClU~· al pa,recer~ &~ ...ti, present: Una morfología difere~te 
dependi~~cjl) delmedio en que. se encuentra, algo similar a.lo ~ep~~~~~ ·para 1/ilw> 

d~ ~ Singleton, 1982) de aislados ambientales comparada c~~I~ morfologia de 
. .~.·· . 

aislados clínicos. Esto adquiere especial relevancia ya que fue precisamente de 

una colonia estrellada de & .. ~ uá que se detecto la presencia del gen st de 

ETEC. Esto también nos hace pensar que muy posiblemente el número de cepas 

de&~ ...a se hayan subestimado. 
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El presente trabajo es sólo un estudio piloto que nos indica 18 importancia . de -

encontrar técnicas de diagnóstico rápidas para la detección •.de cepas 
- -

enteropatógenas de ·~ ..a. Espeé:ialmente · ahora con el surgimiento de 

nuevas cepas como las e~t~rohemorrági~s. cuyo vehibu10 principal de. transmisión 

son 1os an~~nt6~ <N~t~r() y ~a~er 1998): • 

la realización d~ ;s~udl~s -· epidemiCllógicos-mi~ro~ioló~icos de los alimentos en 
.- , 

general. 

Caeiro en 1998, realizó una comparación en!Í'e . los métodos utilizados en este 
. ·:···· 

estudio para muestras clínicas y determino que el"PCR es más sensible que el 

hibridización en fase sólida, entre otra~ !:osi¡.g~; q'Ú~ es posible detectar la 

presencia del DNA, aun en bajas· canti~ades;~ü 1rMit:éde detección va desde 1 o 

hasta 100 organismos de ETEC, además de que propone que está técnica pueda 

usarse como un método rutinario de diagnóstico. Nosotros también comparamos 

las dos técnicas_ de ·biología molecular propuestas, para identificar genes 

patogénicos (/t y si) de ETEC, a partir de muestras ambientales de ~ ..a de 

alimentos. Estas técnicas fueron Colony Blot( Hibridación en fas~ sólida) y un 

PCR (Reacción en Cadena de la polimerasa) múltiplex, Una vez realiz~das las dos 

técnicas con las mismas cepas de ~ ..a fue .- posible. compararlas. 

Estableciendo que la técnica de PCR, es más rápida, menos laboriosa, más 

reproducible y más barata que la técni.ca de hibridización en fase sólida El PCR 

múltlplex permite la identificación en una sola reacción de ambos genes, en tan 

sólo 24 horas, tiene un costo aproximado de $ 50.85. Pero tal vez lo más 
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importante es .que es más sensible, ya que identifico más genes e.n las mismas 

cepas y otr~s cepas negativas por el método de hibridización en fase sólida (ver 

resultados, tablas ·16 y 1!;) De tal manera que nosotros proponemos este PCR 

como una técniea .:para utflizarse para el diagnóstico de ETEC tanto de muestras 
,' ' ·, ' 

de &~idi4 <o1< aisládas dé alimentos como de muestras clínicas (esto ya se ha 
. . 

demostrado erí nll~str~ laboratorio) 

Dentro de las 63 cepas ~ <oli, que se lograron aislar en este proyecto se 
.~~·. . 

logró identificar a 21 q'ue poseían el gen lt y st y 1 que sólo tenía el gen st, esto 

por PCR, pero el. resto. de las cepas aisladas podrían o no pertenecer a alguno de 

los otros grupos patogénicos, por lo que se propone la integración de una PCR, 

para 1.os 4 grupos_ de &~ <o1< patogénicos restantes. 



CONCLUSIONES. 

• 

Se detecta &~ ...u, en alimentos de venta callejera, lo que indica 

contaminación fecal en niveles elevados, por lo que deben ser 

considerados importantes vehículos de ETAs, tal es ,el caso de salsas 

verdes y los mariscos que se pueden asociar no sólo a ETEC, o a Vduo. sino 

también a VAH ( virus de la hepátitis A) y a lo~,C~licivirus. 

Se logró la identificación de los gen~s)/;,~t;~;~~'.co~ifican para las toxinas 

LT y ST, en bacterias ai~lad~~,'~~~~1Í~e~i~sC~11i;d()s ~n Ía vía pública. 
_·/· ·:,,·;.-.. - __ .:):-~<~'-~·.::::i;<:·'-:"i~?:!:\ - :~--~- ~.; ~--~-,\":;.\·, _i):.- ··:.~<~· '·_:;.·_. _:.:'.~- - ··.: 

se logra . la, comparaciól'l. de lás dos : técnicas de Biología Molécular 

(hibridizaciÓn . en f~s~ sóH~a $ 'P~R), par~· 1a idenu~:ción ·de &~ ut< 

enterotoxigénica en alimentos. 

• Se encontró que la técnica de PCR, es más reproducible, más barata y más 

rápida que la "hibridización en fase sólida" ya que brinda resultados en tan 

sólo 24 horas y porque al hacerse múltiplex, permite la identificación de 

varios genes de patogenia en una sola reacción. 

• Que las cuentas encontradas de ETEC, pueden alcanzar la dosis infectiva, 

en el transcu~so del día ya que los alimentos no, son almacenado$ en 

condiciones adecuadas y están expuestos por . lo menos 8 horas, lo que 

permite la supervivencia y proliferación de los microorganismos. 

• SI consideramos que el área seleccionada para este estudio, es un sitio de 

alta incidencia (se estima que es visitada por 8 millones de visitantes al 

año), de peregrinos nacionales y de turistas internacionales por un lado y 
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que la ETEC, es responsable de la llamada diarrea del viajero, los 

resultados de este estudio no deben dejarse pasar por alto. 

RECOMENDACIONES. 

1) Dar entrenamiento en prácticas de inocuidad de alimentos a los 

manipuladores. 

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

servicios públicos necesarios para este comercio, esto con la finalidad 

de disminuir los riesgos de " salud públiea y sus ,~~nsecuencias, en la 
', ·.'.-~:,: 

población. 
-" - ""! - ·-- ·- . __ ,_' . -, ~. - -.· ',. '-" 

3) Educar a-los ~onsumidores, sobre que tipo de alimentos implican menor 

rie~g~ ensJ consu~o -y cuales implican ~n mayor riesgo para su salud 

(frutas, verduras crudas y no desinfectadas, y los mariscos " frescos"). 

4) Establecer regulación sanitaria para la venta de alimentos en la vía 

pública. 

5) Dar a conocer las técnicas modernas de diagnóstico, en los 

laboratorios clínicos de los servicios de salud pública para que se 

identifique a ETEC. 
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ANEXOS. 



ANEXO 1. 

• l lidrúxido de sodio 1 N 

NaOll ........................... 40g 
.-\gua dcs1ilad:1............... 1000 mi 

Preparación: Pesar 40g de hidróxido de sodio y colocar en un malraz voiuméllico y 
complcmcnlar un volumen de 1000 mi con agua dcs1il:1da. 

Rl•acliw1 dl• l~rllch 

p-dimclii-amino-ben7.1ldchido................ 1 g 
alcohol clilico ahsolulo.......... .... . .... .... .. 85 mi 
l ICL cunc•.:nlrado............................. .. 20 mi 

l'n:par:1ción: Pesar l gramo de p-dimetil-mnino-henz.1ldchído y disolver en 85 mi de 
:tlcohol clilico absolulo, agregar 20 mi de HCL concenlrado. 

Soluciím salina 0.85°/o 

NaCI ................................................. 8.5 g 
Agua deslilada ..................................... 100 mi 

Prcparnción: pesar 8.5 g de NaCI y disolverlos en 100 mi de agua destilada, cs1édliz.1r en 
:mlocl:m: a 15 libras de presión dur:mlc 15 minutos, conservar en refligeración. 

• MEDIOS lll<: CULTIVO 

l'ar:1 la pn:par:1ción de los mismos se dt:hcn utiliz.1r m.:clios de culli\'o deshidratados, de 
proccdcnci:1 idónc:1, rcali1.1ndo la mejor unifonnidad en los mismos; olor, color y 
consistencia. 

Agur Nutrith·o ( ag:1r parn manutención de cepas.) 

Fonnúla: 
Extr:1clo de camc 
l'cplon:1 
Cloruro de sodio (NaCI) 
,\gar 
,\gua tkstilad:1 

5.0 g. 
JO.O g. 
5.0 g 
15.0g. 

1000.0 mi 



Preparación: 
Pesar los ingredientes y agreg;1r 10001111 de agua clestilacla tifa. dcj;1r reposar 
;1proximaclmnent" 1 5 minutos. Calentar agitando constantemente hast;1 (;1 completa 
disolución del m..:clio. Disllihuir volumencs de 3.0 ;1 -l.O mi en tuhos ck (1.5 x .~Omm). 
Wpar y esll.:iilizar en autoclaw a 121 "C clurant.: 15 minutos. 11.:spués et..: cs1<:1ilizar y ;1ún 
caliente colocar los tuhos en posición inclirn1c1;1 hasta que el medio solidifique, el pH final 
cleherá ser et..: 7.-l c. 0.2 a 25 ºC. 

i\llmtos DI•: IDl~NTIFICACION 

i\kclln para 11111\"ilitlml- inclol (i\110) 

F01mula: 
Extracto ele l.:vaclurn 
Peptona ele gel;llina 
Pcpton.a de C'1scina 
L- omitina 
Dextrosa 
l'uqmra de hromocresnl 
Agar 
Agua destilada 

3.0 g. 
10.0 g. 
10.tl g. 
\O.O g. 

1.0 g. 
0.02 g. 

2.0g. 
1000 mi. 

Pn:paración: Disol\'cr 31 g del medio deshidratado en 1000 mi de agua ckstilada liia, dejar 
reposar por aproximadamente 1 5 minutos. calcnt;u- ;1 chullicii>n hasta disolución eompkta. 
clist1ihuir ch.: 3 a -t mi, clur;mte 15 minutos. enfiiar y cl«iarlos en reposo en posición vertical. 
consc1var los tuhos preparados en reliigeración de 2 a 8" C. clehienclo obtenerse un pi 1 li11;1l 
6.5 a 25~ c. 

Usos: Esta prneba es ele gran utilidad para la iclentilicación ele algunas enlcrohacteiias. 
&4.~ieJtei«• __ eolt da la prncha positiva la prueba del inclol. Este método tien..: las wnt;1jas ck 
poder ohs..:1var la fonn..:ntación ele la glucosa, la producción de inclol. la 1110\ilidad y la 
clescarhoxilación de la nmitina. 



MEDIOS 1)1~ AISLAMIENTO ~mLltcnvos 

.-\gar i\lacCnnkl•y. 
Fnnnula: 
Peptona .:sp.:cial 
Peptona de g.:lalina 
L¡¡¡;fosa 

11 kzd;t d.: sales biliares 
Cloruro d.: sodio 
Rojo neulro 
t '1islal ~inl.:ta 
. \gar ag:ir 
. \gua destilada 

l'r!.!paraciún: 

3.0g. 
17.0g. 

J().(lg. 
1.5 g. 

5.0g. 
0.03 g. 
0.001 g. 
13.5 g . 

1000.0ml. 

1'.:s;tr ;o g. D..: m.:dio deshidratado y agregar 1000 mi de agua dcstilad;1 flfa, dcj;1r 
r.:posaraproximadmn.:nte 1; minutos. Cal.:ntar agitando constantemente hasta su completa 
disolu..:i<'>n. lap;1r y es1.:1ili1~1r .:11 autnclav.: ;1 121 ºC dura11te 15 minutos.Dist1ihuir 25 mi 
.:n cajas d.: l'elli de 120111111 de diámetro, ct.:jarlos enliiar y guardar en rcfiigeración de 2 a 
l\ "(' .:on un pi 1 final d..: 7. t1 0.2 a 25 ºC. 

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

PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR LA SONDA MARCADA CON 
DIGOXIGENÍNA: 

Se obtiene el ácido nucléico (DNA), del microorganismo, y este se corta con 

enzimas de restricción como las endonucleasas, que rompen el DNA en sitios 

espec1ficos de bases nucleotídicas dando como resultado pequeños fragmentos 

de ácido nucleico que se secuenciarán posteriormente a través de. 

1 .- La realización de una Reacción en cadena de la polimerasa. 

2.- Se tomaran 1 O.ul del producto y duluir 1 :1 O, este servirá como DNA molde. 

3.- Se adicionan los cuatro nucleótidos trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP.) 

4.- Se agreg<l el nucleótido con la molécula reportera dUTP digoxigenina. 

5.- Se agreg<l 1'1 enzima polimerizante Taq polimerasa y su regulador. 

6.- Adicionamos los iniciadores TW 11, TW20, JW 7 y JW 14. 



6.- Esta mezcla se somete a un programa de PCR,"en el equipo Perkin- Elmer,con 

el protocolo mencionado en metodologla. 

CÁLCULOS PARA SOLUCIONES DE Hibridización en fase solida. 

NaOH 0.5 N 

Pm= 40g. 

40g ___ (1000 mi)_ 1N 
X (1000 mi)_ 0.5.N 

x= 20 g. 

20g ___ (1000ml)_0.5 N 
X (250 mi ) _ 0.5 N 

X= 5g. 

Colocar 5 g de NaOH y aforar a 250 mi, para obtener una normalidad final de 
O.SN. .. 

• ¡:>ara la sotuciór;i TRIS 1 M pH 8. 

P.M.= 121.149. ·. 

121.14 g_. __ (1000 mi)_ 1M 
X (250 mi) _1M 

X= 30.28 g 

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

• Solución TRIS 1 M 

NaCI 1.5 M. 

P.M. 58.44 g NaCI. 

58.44 g Tris ___ (1 OOOml ) __ 1 M 



X ___ ( 250ml ) __ 1 M 

X= 14.61 g. 

14.61g ___ (250 mi) __ 1M 
x= (250 mi ) __ 1 M 

x= 21.92 g. 

Se pesan 21.92 g y se colocan en 250 mi de agua para obtener una molaridad de 
1.5M. 
Y para obtener la solución Tris 1 M- NaCI 1.5 M se pesan los 30.28 g de trisma 
base y 21.92 g de NaCI, posteriormente se le agregan 250 mi. De agua y se ajusta 
el pH con HCI 1 N. 

Solución Salina Citratos. (SSC) 2X 

0.3 M NaCI 
0.03 M Citrato de sodio. 
PH O 7.0- 0.2 

NaCI 58.44g __ 1000mi __ 1M 
X= 1000 mi 0.3 M 

X= 17.53g. 

17.53g __ 1000 mi_ 0.3 M 
x= 250 mi 0.3 M 

x= 4.38 g de NaCI y 2.2 g de Citrato de Sodio a pH 7.0 ± 0.2 

Peso molecular del citrato de sodio. 
294.10 g __ 1000 mi_( 1M) 

x= __ 1000ml_(1M) 

x= 8.82 g 

8.82g __ 1000 mi_ 0.03 M 
x= 250 mi 0.03 M. 

x= 2.20 g de Citrato de sodio, se mezclan los reactivos y se agregan 250 mi de 
agua y se ajL1sta el pH a7.0 .i 0.2 con HCI 1 N 



Solución de Prehibridación. 

SSC5X 
0.75 M de NaCI 

0.75 M Cit Na. pH 7.0 ± 2.0 

10.9 9 de NaCI 
5.5 9 de Citrato de Na. 
pH 7.0 ~· 2.0 

Reactivo Bloqueador ( Albumina sérica bovina 1 % o leche en polvo al 
5%). 

2.59_ 250ml 

N- Laurilsarcosina 0.1 % 
0.259 __ 250 mi 

SOS al 0.2 % 

0.05 9 __ 250 mi 

Solución de Lavado. 

SSC 1X 

0.15 M NaCI 
0.015 m Cit Na 

pH 7.0 :t 2.0 

Solución A: 

2.199 NaCI. 
1.109 Cit Na. 
pH 7.0± 2.0 

• TRIS 100 Mm pH = 7.5 
• P.M.121.149 

121.149 __ 1000mi __ 1M 
X = 250 mi 1 M 

X= 30.28 9 

• 30.28 9 __ 250 mi __ 1000 mM 
x= 250 mi 1000 mM. 
X= 3.029 en 250 mi en una concentración final de 100 mM. 
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NaCI 150 mM 

58.44 9 __ 1000 mi __ 1 OOOmM 
x= 250 mi 1 OOOmM 

x= 14.61 9 

14.61 9 __ 250 mi __ 1000 mM 
x= 250 mi 150 mM 

X =2.199 
Colocar 2.199 en 250 mi para obtener una concentración final de 150 mM. 

Solución B. 

12.5 9 de leche descremada. 

Solución C 

TRIS 100mM pH= 9.5 

3.029 __ 250 mi. 

NaCI 100mM 

58.449 __ 1000 mi __ 1000 mM 
x= 250 mi 1000 mM 
x= 14.61 

14.619 __ 250 mi __ 1000 mM 
x= 250 mi 100 mM 

x= 1.46 9 en 250 mi para una concentración final de 100 mM 

M9C'2 50 mM 
P:M: 203.319 

203.319 __ 1000 mi (1M) 
x= __ 250 mi ( 1M) 

x= 50.82 9 

50.82 9 __ 250ml __ 1000 mM 
x= 250ml 50 mM 

x= 2 .5-:;¡g-



• SSC BUFFER 20X POWDER. 

175.29 NaCI. 
88.2g Citrato de sodio. 

Para 1 lt. A pH 7;6 ;± 0.3 

SSC'' BUFFER 1X 

Cada litro contiene· 0;15 M · NaCI 
0.015 M de Citrato de sodio. 
pH 7.0 ± 2.0 

SSC 20X concentrado. 

Cada litro contiene 3.0 M de NaCI. 
0.3 M de Citrato de sodio. 
pH 7.0 ± 2.0 

SSC 20 X 

Cada bote contiene 3.0 M de NaCI 
0.3 M de Citrato de sodio 
pH 7.0 ± 2.0. 

1.5 M de NaCI. 
0.15 M de Citrato de Sodio. 
pH 7.0 ·: 2.0 



ANEX02. 

El laboratorio deberá contar con el siguiente material. 

• Asa bacteriológica. 
• Cajas de Petri. 
• Cajas de almacenamiento de criotubos. 
• Criobiales. 
• Encendedor. 

Espátula de vidrio. 
• Gradillas. 

Marcador indeleble. 
Matraces erlenmeyer. 

• Mecheros. 
Papel indicador o papel pH. 
Pipeta Pasteur. 

• Puntas para pipeta de diferentes volúmenes. 
• Tubos Eppendorf. 
• Tubos para PCR. 
• Viales para cepas. 
• Vasos de precipitados. 

El laboratorio deberá contar con el siguiente Equipo: 

• Campana o Gabinate de Seguridad biológica. 
• Incubadora. 
• Micropipetas mecánicas de diferentes volumenes. 
• Platina de alta temperatura. 
• Cámara de electroforesis. 
• Fuente de poder de 80 v, 400 mAmp. 

Baño de agua. 
• Termociclador. 
• Gene linker. 
• Transiluminador 

Refrigerador. 
• Agitador vortex. 

Balanza semianálitica. 

• Cepas certificadas o ATCC de interés 



Reactivos para la prueba de Colony Blot. 



Tabla no. 19 
1 Nombre de1 - · 

1

, rea~!~º ___ _ 
Iniciador 
LT Tw 20 

¡1niciiiciór 
1LT Tw 11 
ifniCiador 
L§TJw14 
: Iniciador 
'ST Jw 7 

Reactivos para la prueba de PCR. 

1 Ma-rca -- ---rcontenido¡P-recíCl cantidad Costo 
. Utilizada _ _ ,_N~~-'-- __ _ 1_ ______ Utilizada. __ U_ nitari~-
Gibco 20 bases $ 220.80 2.0 ~ti $ 0.010 

Gibco - -20-il,ises - $-2-20-.86-- --2.6!T ___ -$-b.o7_2 __ _ 

Gibco 23 bases l$-253.92 2.o---;:;r - $0-.-Cfaó-

• Gibco 20 t>ases 1 $-:i20-:-so-- 2.o pJ-- -$-0.086 
1 

i Taq · • Boehringer -¡ 2sbT.i1 50~;1 --¡ $6,sü):S2 -0.1 ~J---- $T3.o<f 
: polimerasa Mannheim ! 
: Regulador l 1OXJ1 mi. ___ , _________________________ j 

fi~~F;~~~:.· ::::: ¡32:"' ~r~s-" ::,,- ·;~ j 
;~~~~~ Gibco -1 ftJg~~--- - h$-ió'o~cfo°-- -=Woºfi -~ ~g~b i 

:-srorrú:tr6 de ; Gibco 11omi(1bmg/m-1Ypf 3~4so.oo 2 ~LI $0.ss~ 
'Etidio ' 1 

i~i,:i~doo~ .. , Goboo . - - ! 1 Kb --1200~00 2 ~ -~ 
En esta tabla observamos los reactivos y las proporciones utilizadas. para la realización de la PCR, asl como 
su costo. 

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

TESIS CON 
FALLA DE OlUGEN 

'-··--



Cálculos: 

Para los dNTP"s. 

Cada dNTP contiene 320 pi en [10mMJ cada uno 
[3. 2 U.LLmOI ]--> 10 U;imol 

dilución 
3.2 U;imol-> 1 mi 

3.2;1mol en mmol '" 100 mMolar 
1 ;ti-> 9 ;d es decir, 1 :10 

10 mM cada uno 

125 ~11 dATP 
125 ~11 dCTP 
125 ;ti dGTP 
125 ~ti dTTP 

500 ~ti dNTP's 
500 ~ti agua 

1 ooo ~11 ó 1 mi . > 250 reacciones 
x <- 1 reacción 

x = 250 reacciones - > $ 2605.44 
1 reacción x 

x=$10.43 
cada dNTP tenia una concentración final de 1.25 mM, equivalente a 1 x. 

4 ;ti - > 25 pi > 1 200 ;1M 1 
16 ;ti -> 100 pi -> l 200 ;1MJ 

-t ~ti - > 25 ;ti > X = 200;1M 

• Taq Polimerasa contiene 5 unidades por ;ti 

5 u > 1.0 ;ti 
x= < 0.1 _ul 
x= 0.5 unidades de Taq polimerasa. --> 

Mi tubo tiene 50¡tl 
50¡d > $ 6,519.92 

0.1¡tl > X=$ 13.04 



Debo mencionar que el kit de la Taq incluye el regulador o buffer y el Cloruro 
de magnesio por el mismo precio y sólo se anotan aqui para señalar la 
concentración de los mismos. 

Regulador o Buffer 

2.5 fll -> 25 fll 
con dilución final 1 :10. 

Cloruro de magnesio 
50 mlll -> 1 fil 

x= <- 25 ftl 
x= 2 mM entonces la concentración final del cloruro de magnesio es de 

2mM. 

Cálculos para resuspender iniciadores marca Gibco. 

Una vez resuspendidos, se utilizarán en una dilución 1 :10 por lo tanto se 
tomará un volumen de 100 fil por iniciador y se diluirán en 800 fil de agua 

Milli Q para cada gene de interés. 

LT 

L T _ TW 11 - 48.8 nmol por lo tanto O. 488 mi de agua 
TW 20 - 60.5 nmol por lo tanto 0.605 mi de agua 

ST JW 07 - 6.33nmol por lo tanto 0.633 mi de agua 
JW 14 - 5.58nmol por lo tanto 0.558 mi de agua 

TW 11: 48.8 nmol ~··· 1 1 equivale a 48.8 nM 
48.8 nmol - 1 mi equivalente a [48.8 ftM] 

C1 V1= C2 V2 

(48.8 ftM) (1 mi)= (1 oo ftM) (x) 



V2 6 'l.= (48.8~1M) (1 mi) =O. 488 mi resuspender en 0.488 mi 
100 pM 

Tw 20 

60.5 nmol -~1 lt 
60.5 nmol - 1 mi equivale a [60.5 ~1M] 

entonces: 

(60.5 ~1M) (1 mi)= (100 ~1M) ('l.) 

'l.= (60.5 ~1M) (1 mi)= 0.605 mi V2=0.605 mi, resuspender en 0.605 mi 

ST 
JW 14 

100.11M 

63.3 nmol -111 
63.3 nmol -1 mi equivalente a [63.3~1M] 

entonces: 

(63.3~iM) (1 mi)= (100 ~1M) ('l.) 

'l.= (63.3~iM) (1 mi) =mi V2=0.633 mi resuspender en 0.633 mi 
100 ~1M 

JW 14 
55.8 nmol -1 lt 
55.8 nmol -1 mi equivalente a [55.8 ~1M] 

entonces: 

(55.8 ~1M) (1 mi)= (100 ~LM) (z) 

'l.= (55.8 !1M) (1 mi) = 0.558 mi V2= 0.558 mi 
100 pM 

Todas las mezclas de reacción se realizan con agua milli Q estéril. 
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