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1.- INTRODUCCION

La poblacion indigena en México es uno de los sectores de la sociedad mas
desprotegidos. Sus condiciones de higiene, alimentacion, vivienda, educacion, etcétera, son
precarias y en algunos casos, casi nulas. Esto es un grave problema social en México ya
que se estima que mas del 10% de la poblacion total (12 — 13 millones de habitantes)
pertenece a la poblacién indigena®.

A pesar de la mejoria de la calidad de los alimentos, de la calidad del agua, del nivel
de sanidad, del implemento de campafias de promocion de terapias no invasivas (por
ejemplo la terapia de rehidratacion) y estrategias de prevencion, la diarrea sigue siendo la
segunda causa de muerte provocada por enfermedades infecciosas en el mundo; se estiman
alrededor de 1.8 millones de muertes en nifios menores de 5 afios. El tipo de sindrome
clinico estard determinado por los factores de defensa del huésped, las propiedades de
virulencia del serotipo especifico y de la cepa, asi como del nUmero de microorganismos
ingeridos®.

Los principales agentes etiologicos responsables de causar diarrea son bacterias, virus
y parasitos, siendo los rotavirus la principal causa de diarrea en nifios menores de 5 afios en
el mundo. En los ultimos afios se han realizado estudios epidemiolégicos, donde se ha
demostrado que los patotipos de E. coli diarreogénicos son la principal causa bacteriana de
diarrea en nifios®; sin embargo solo son estimaciones, porque éstos patotipos no se buscan
rutinariamente en hospitales y laboratorios clinicos. Otros agentes etiolégicos importantes
relacionados que causan diarrea son: Salmonella sp., Shigella sp., Campylobacter
jejuni,Vibrio cholerae y Norovirus.

En Meéxico, los estudios en comunidades indigenas relacionados con enfermedades
infecciosas han sido muy limitados y han estado principalmente enfocados a tuberculosis*>.
Los estados de Chiapas, Oaxaca y Guerrero estan dentro de los estados que reportan las
tasas mas elevadas de morbimortalidad por diarrea®. Con respecto a estudios de agentes
infecciosos asociados a diarrea se han reportado muy pocos; dos se realizaron en poblacién
Maya del estado de Chiapas®’y otro en poblacion Mixe del estado de Oaxaca®.

Con base en el hecho de que no se han realizado estudios epidemiologicos en éstas
comunidades, es que se planted el presente proyecto, cuyo objetivo principal fue identificar

y establecer la prevalencia de enterobacterias y virus entéricos que causan diarrea,



presentes en las heces de 63 habitantes de dos comunidades de la Regién de la Montafa de
Guerrero, ademas de determinar si la prevalencia de estos microorganismos tiene relacion

con la desnutricion de estas comunidades.

2.- MARCO TEORICO

La poblacion indigena en México, esta compuesta por comunidades que asumen una
identidad étnica con base en su cultura, sus instituciones y una historia que los define como
los pueblos autdctonos del pais. La poblacion indigena mexicana tiene una gran diversidad
cultural y lingtistica la cual incluye al menos 85 lenguas y dialectos®. En la actualidad
existe un debate con respecto a los criterios que deben considerarse para definir esta
poblacion. Las propuestas incluyen considerar Gnicamente a la poblacion que habla alguna
lengua indigena que se estima que son 6,3 millones, es decir, el 6,5% de la poblacion
mexicana; o considerar como indigenas a todos los miembros de un hogar en donde al
menos uno los integrantes habla alguna lengua indigena, lo que resulta en 12 a 13 millones,
lo que representa el 12% al 13% de la poblacién mexicana®.

Desafortunadamente, la poblacion indigena en México como en toda Latinoamérica
continta viviendo bajo condiciones muy desfavorables presentando los mayores indices de
marginacion del pais. Por ejemplo, el indice de mortalidad de la poblacion indigena para
1990 se estimd que era de 41/1000 indigenas comparada con la poblacién abierta que era
del 24/1000 sujetos™. Los estados del pais con mayor nimero de grupos indigenas son
Chiapas, Oaxaca y Guerrero y representan el 34% de la poblacién nacional®; estos estados
conforman el triangulo de la pobreza extrema mas importante del pais, de acuerdo con los
indicadores socioecondmicos del afio 2000 del Consejo Nacional de Poblacion
(CONAPO)!,

El estado de Guerrero cuenta con mas de 3 millones de habitantes de los cuales 17,2
% son indigenas (529,780 personas). La poblacion indigena en Guerrero se encuentra
esencialmente en la denominada Zona de la Montafia y en menor medida en la Costa Chica,
siendo estas las zonas mas marginadas del estado. La poblacion indigena del estado se
divide en 4 grupos principalmente: los nahuatls (nauas) representan el 40% (212 000
habitantes), los mixtecos (na savi) el 28% (148 000 hab.), los tlapanecos el 22% (116 000
hab.) y los amuzgos (suljaa’) el 9% (47 500) de la poblacién indigena total del estado**. En
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el afio de 2012 se reportaron 212,054 casos de enfermedades infecciosas intestinales en

Guerrero, siendo la primera causa de morbilidad del estado?.

2.1.- Agentes bacterianos y virales asociados a diarrea.

Los principales agentes etioldgicos asociados a diarrea son:

= Bacterias

= Grupos de Escherichia coli diarreogénicos (EPEC, ETEC, EIEC, STEC, DAEC,
EAEC)

= Salmonella sp.

= Shigella sp.

= Campylobacter jejuni
= Vibrio cholerae

= Virus
= Norovirus
= Rotavirus

E. coli, Salmonella y Shigella pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, la cual es
un grupo de bacterias Gram negativas. Los miembros de la familia Enterobacteriaceae no
son bacterias exigentes, por lo que crecen facilmente en medios de primoaislamiento; son
oxidasa negativas, reducen los nitratos a nitritos, son aerobios y anaerobios facultativos y
fermentan carbohidratos en condiciones anaerébicas. Estas no son esporuladas y algunas
presentan motilidad por medio de flagelos peritricos. En la actualidad la clasificacion de

estas bacterias se basa en la homologia de su ADN*,

2.1.1.- Agentes Bacterianos Causantes de Diarrea
2.1.1.1.- Escherichia coli (E. coli)

E. coli es la primera bacteria colonizadora de nuestro intestino. Esta bacteria fue
descubierta en 1885 en heces de bebes con enteritis por Theodor Escherich, pediatra y
bacteridlogo, quien la denominé inicialmente Bacterium coli commune, y luego fue
nombrada E. colien su honor. Despues de muchas observaciones, concluyd que esta
bacteria se encontraba como comensal en el tracto gastrointestinal, pero podia estar
relacionada con diarrea y otros problemas digestivos. También demostré la participacion
de E. coli como agente responsable de infecciones extraintestinales, puesto que también

aislo esta bacteria frecuentemente de infecciones urinarias, principalmente en nifias™.



En 1927, por tipificacion en suero, Adam demostré que algunos serogrupos de E.
coli estaban relacionados con episodios de diarrea infantil en Alemania. Existe la hipotesis
de que las cepas de E. coli comensales se han vuelto patdgenas por adquisicion horizontal
de genes. En la actualidad las E. coli asociadas con diarrea, con base en sus factores de

patogenicidad, se han clasificado en seis patotipos** (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de patogem(:ldad de los patotipos de E. coli'*

2.1.1.1.1.- E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Estas cepas son causa frecuente de diarrea severa en nifios durante el periodo de
destete en paises en vias de desarrollo, asi como la causa mas comudn de diarrea del
viajero™. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 1990 estimé que ETEC produce
mas de 840 millones de casos de diarrea y 380,000 muertes en el mundo. Las cepas de
ETEC elaboran al menos una de las dos enterotoxinas: toxina termolabil (LT) y toxina
termoestable (ST).

La toxina termolabil (LT) es una proteina dimérica de 86 kDa de peso molecular,
compuestas por dos subunidades conocidas como A y B; la subunidad B es un pentadmero
que tiene la propiedad de unirse a las células del epitelio intestinal a través de receptores de
la superficie celular (gangliésido GM1)™. La molécula y su actividad son parecidas a las de
la toxina colérica (CT). La subunidad A tiene actividad de ADP ribosil transferasa y actla
transfiriendo un ADP-ribosil del NAD hacia la unidad alfa de la proteina de union GTP
(Gs), la cual estimula la actividad de adenilato ciclasa. La ribosilacion del ADP de la
subunidad Gs estimula la activacion permanente de adenilato ciclasa, produciendo un

incremento del AMP ciclico (AMPc). La proteina cinasa A dependiente del AMPc es
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activada, induciendo la fosforilacion de canales de CI" localizados en la membrana apical de
las células epiteliales. El resultado final es la estimulacion de la secrecion de iones Cl” de
las células de las criptas hacia el lumen intestinal y la inhibicion de la absorcion del Na* por
las microvellosidades intestinales. El incremento de la concentracion de iones Cl en el
lumen, conlleva a la salida pasiva de agua de las células a través de la via paracelular,
resultando en una diarrea osmotica. Ademas LT puede inducir la produccion de las
prostaglandinas de la serie E (PGE; y PGE,) y del factor activador de las plaquetas.

La toxina termoestable (ST) es un péptido de bajo peso molecular (entre 1-6 kDa),
que puede ser o no soluble en metanol y como su nombre lo dice es resistente al
calentamiento®’. La toxina ST incrementa los niveles de la guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) al estimular la enzima guanilato ciclasa'®. Dicha actividad tiende estimular la
secrecion de iones Cl al lumen y/o inhibicion de la absorcion de Na™ y CI', resultando en

una secrecién del fluido intestinal.

2.1.1.1.2.- E. coli enteropatogena (EPEC)

EPEC produce diarrea principalmente en nifios menores de 6 meses de edad y junto
con ETEC son la causa principal de diarrea bacteriana en nifios en paises en vias de
desarrollo®. Las cepas de EPEC se adhieren a las células HEP-2 en cultivo con un patrén
de adherencia localizada®®, caracterizada por la formacién de microcolonias en la superficie
celular. Esta adherencia estd mediada por el gen eaeA, que codifica para una proteina
llamada intimina, la cual es necesaria para la adherencia con las células epiteliales®. El
gen bfpA codifica el pili tipo IV, encargado de la union bacteria-bacteria; a él se debe la
adherencia localizada en microcolonias en el epitelio intestinal. Las cepas de EPEC que
tienen tanto el gen bfpA y el gen eaeA se les denomina EPEC tipicas (EPEC;).Existen cepas
de EPEC que no cuentan con el gen bfpA y se les conoce como cepas EPEC atipicas?.

Se ha observado en necropsias de nifios fallecidos a consecuencia de diarrea severa
causada por estas cepas EPECt, se observo la destruccion del epitelio del intestino delgado.
Estas lesiones se conocen como de “adherencia y esfacelamiento” (A/E), la mayoria de las
moléculas involucradas en esta lesion, estdn codificadas en el locus del esfacelamiento del
enterocito (LEE, por sus siglas en inglés). Este locus codifica para las moléculas del
sistema de secrecion tipo Il (TTSS, por sus siglas en inglés); el cual se caracteriza por



producir una estructura de aguja la cual traspasa la membrana celular e inyecta ciertas
proteinas a la célula epitelial del intestino, lo que da como resultado la desaparicion de las
microvellosidades y la formacién de una estructura denominada pedestal (Figura 2)%; este

evento es tal vez lo que provoque la diarrea.

Figura 2. Imagen electronica de la estructura denominada pedestal producida por
EPECY.

2.1.1.1.3.- E. coli productora de toxina Shiga (STEC)

Las STEC producen por un lado, la enterotoxina semejante a la producida
por Shigella dysenteriae tipo 1 (stx1), debido a que solo se diferencia de la toxina
producida por esta misma (STX) en un aminoacido; antes era denominada verotoxina 1
(VT1) por su efecto citotoxico sobre monocapas de células Vero. Por otro lado, también
produce la enterotoxina semejante a la producida por S. dysenteriae tipo 2 (stx2) o
verotoxina 2 (VT2), que es genética y funcionalmente semejante a stx1 y a STX, pero
inmunolégicamente distinta®®

Dentro de las STEC estan incluidas las cepas de EHEC, incluyendo el serotipo
0157:H7; las EHEC estan asociadas a casos de diarrea hemorragica y con el Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH) en paises industrializados y en vias de desarrollo. EI SUH esta
considerado la principal causa de insuficiencia renal aguda (IRA) en nifios en los Estados
Unidos®. Las EHEC ademés de producir las toxinas Shiga también, al igual que EPEC,

poseen el LEE; por lo que las EHEC también producen la lesion A/E.



2.1.1.1.4.- E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas de EIEC tienen caracteristicas bioquimicas, genéticas y patogénicas
relacionadas con el género Shigella. En 1986, Sansonettiy colaboradores realizaron
estudios de cinética de crecimiento intracelular de EIEC, demostrando que estas cepas
contienen un plasmido de 140 MDa, en donde se encuentran los genes responsables de la
capacidad de invadir los enterocitos®.

El modelo de la patogénesis de EIEC comprende los siguientes pasos: 1. Adherencia
al epitelio intestinal. 2. Endocitosis y lisis de la vacuola endocitica. 3. Multiplicacion
intracelular. 4. Movimiento a través del citoplasma. 5. Muerte de la célula huésped y
movimiento a las células adyacentes. Cuando la infeccidn es severa estos eventos provocan
una fuerte inflamacién, la cual se manifiesta como ulceracion del tejido epitelial. Las
infecciones de EIEC se caracterizan por producir una diarrea acuosa seguida de una diarrea

con sangre y moco®’.

2.1.1.1.5.- E. coli enteroagregativa (EAEC)

Las cepas enteroagregativas derivan su nombre por su patron de adherencia
caracteristico sobre células HEp-2 en cultivo, denominado de ladrillos apilados® (Figura
3). EAEC ha sido implicado como agente etiol6gico causal de diarrea persistente tanto en

nifios en paises en vias de desarrollo como en paises industrializados.

Figura 3. Imagen donde se muestra la caracteristica adherencia en forma de “ladrillos
apilados” de EAEC®.



Las caracteristicas clinicas de la infeccion producida por EAEC es una diarrea
secretora acuosa con moco, fiebre y en ocasiones vémito®. La presencia de sangre en heces
se ha reportado en un poco mas de la tercera parte de pacientes con diarrea®. Un estudio en
voluntarios adultos en Estados Unidos, demostrd que la cepa prototipo O42 (O44:H18)
provoco diarrea con moco, sin sangre en mas del 50% de los pacientes y el periodo de
incubacion fue de 8 a 18 horas®.

Varios de los factores de patogenicidad de EAEC se encuentran codificados en un
plasmido, de entre 60 a 65 MDa, llamado AA. Dentro de este plasmido se encuentran
codificados: el activador transcripcional aggR, las enterotoxinas PET y EAST, el canal de

membrana TolC y una proteina denominada dispersina®.

2.1.1.1.6.- E. coli de adherencia difusa (DAEC)

El término E. coli de adherencia difusa fue usado inicialmente para referirse a
cualquier cepa de E. coli que al adherirse a células Hep-2 en cultivo, no formaban ni
microcolonias como las cepas EPEC, ni el patron de ladrillos apilados como las EAEC
(Figura 4).

En 1993, Levine y colaboradores demostraron que existe una asociacion entre el
aumento de la edad vy el incremento de diarrea en nifios de entre 1 a 5 afios; la razén de tal
fenémeno relacionado con la edad atn se desconoce®. Por otro lado, en 1993, Jallat y
colaboradores también demostraron que las cepas de DAEC son responsables de una gran
cantidad de casos de diarrea en pacientes franceses, a quienes no se les encontré otro
enteropatdgeno; esto sugiere que las cepas de DAEC pueden ser importantes patégenos
diarreogénicos en paises desarrollados™.

Poco se conoce de las moléculas asociadas a patogenicidad de las DAEC. Hasta el
momento solo se ha identificado una fimbria denominada F1845, sin embargo, se
desconoce a ciencia cierta su papel en la patogenicidad de DAEC®". El gen afa codifica una
serie de adhesinas afimbriales (AFA) expresadas por DAEC®. Es responsable de la
biosintesis de adhesinas Afa de la familia Afa/Dr de las adhesinas. Las adhesinas Afa/Dr
son utilizadas por la bacteria para colonizar a las células epiteliales del intestino, las cuales

se unen a los receptores DAF (Decay-acelerating factor, una proteina de membrana



reguladora del complemento), CEACAMs (una molécula de adhesion célula-célula) y a la
region 7S del colageno tipo IV,

A P
Figura 4. Imagen donde se muestra la caracteristica adherencia difusa de DAEC™.

Las cepas de E. coli diarreogénicas no se caracterizan de manera rutinaria en los
laboratorios clinicos, ya que estas requieren para su caracterizacion de métodos
moleculares. Por lo cual desconocemos su prevalencia en poblacién mestiza e indigena a
nivel nacional, pero los pocos estudios de prevalencia que se han reportado indican que
éstas cepas aparentemente son la primera causa de diarrea bacteriana en nuestra

poblacion®® 4%,

2.1.1.1.7.- Otros factores de patogenicidad descritos en E. coli

Se han identificado algunas toxinas en cepas de E. coli relacionadas con cuadros

severos de diarrea, y éstas son descritas a continuacion.

2.1.1.1.7.1.- Toxina EAST1

La toxina termoestable de E. coli enteroagregativa 1 (EAST1, por sus siglas en
inglés) fue descrita por primera vez en la cepa de referencia 17-2, la cual fue aislada en
Chile de un nifio con diarrea y se observo que era capaz de producir diarrea e incluso la

muerte en conejos*.



EAST1 tiene un 50% de identidad con el dominio enterotoxico de la toxina
termoestable (ST) de ETEC, y es estructural y funcionalmente similar a la Guanilina.
Estudios en células T84 transfectadas con Guanilato Ciclasa C (GC-C) sugieren que
EASTL interactla con esta molécula para inducir un incremento de cGMP al igual que ST.
La toxina se une primero a la GC-C, esto activa la conversion de GTP en cGMP, el
incremento de cGMP activa la proteina cinasa G lo que disminuye la absorcion del Na* e
incrementa la secrecion de aniones como el CI', lo cual iniciaria la diarrea secretora®.

A pesar de haber sido descrita en EAEC, estudios demostraron que no todas las
EAEC poseen esta toxina, con una prevalencia del 26 al 86%. Sin embargo se ha reportado
que pueden ser causantes de brotes epidémicos*, casos esporadicos* y cuadros de diarrea
del viajero®™. Las cepas productoras de esta toxina también se han visto implicadas en casos
de diarrea persistente. Como ya se menciond, esta toxina primero se asocio con cepas de
EAEC, pero estudios posteriores demostraron que EAST1 estaba presente en otros
patotipos de E. coli®®. Las cepas productoras de EAST1 se han asociado especialmente con
diarrea en nifios, pero también hay estudios en los que se han encontrado en diarrea de
adultos*’. En muchos estudios no se han encontrado otros factores de virulencia mas que
EASTL. Estudios comparativos han reportado que no se encuentran cepas productoras de
EAST1 en personas sanas*®; otros por el contrario, demuestran la presencia del gen de esta
toxina en heces de nifios y adultos sanos*®*’*°. La presencia de la toxina en pacientes sanos
sugiere que podrian existir portadores asintomaticos y que EAST1 tal vez causaria diarrea

en ciertas condiciones.

2.1.1.1.7.2.- Toxina Pet

La toxina codificada por plasmidos (Pet, por sus siglas en inglés) se describié como
una proteina de aproximadamente 104kDa producida por E. coli enteroagregativa (EAEC),
la cual era capaz de inducir la acumulacién de liquido y de causar dafio en la mucosa en
asas del ileon de ratas.

Villaseca y colaboradores, demostraron que la toxina Pet actla sobre la espectrina
para causar dafio celular®®.Una vez que se produce la toxina, es secretada mediante un
sistema de secrecion tipo V y llega a las células epiteliales. Para esto la toxina depende de

otros factores de virulencia como las fimbrias de adhesién. La internalizacion de Pet es un
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requisito para producir las alteraciones del citoesqueleto®. Una vez que Pet se une a su
receptor, ingresa a la célula via endocitosis mediada por clatrina®®. Dentro la célula, Pet se
dirige al aparato de Golgi de ahi pasa al reticulo endoplasmico (RE) por trafico vesicular
retrégrado®® y finalmente, utilizando el translocador Sec61, pasa intacta al citosol®. Las
alteraciones del citoesqueleto producidas por Pet se caracterizan por la pérdida de fibras de
estrés de actina, contraccion del citoesqueleto y desprendimiento celular™.
Betancourt-Sanchezy colaboradores, demostraron que EAEC secreta esta toxina in
Vivo y que ésta secrecion es favorecida por la presencia de triptona en el medio, lo cual
podria exacerbar las manifestaciones clinicas en nifios amamantados que son infectados
por EAEC®. Es importante recalcar que no todas las EAEC expresan Pet, pero aquellas que

si la expresan podrian tener una mayor virulencia.

2.1.1.1.7.3.- Toxina CDT

La toxina citoletal distensora (CDT, por sus siglas en inglés) fue detectada por
primera vez en 1987 y fue descrita como una toxina termolabil®’.

Mao y colaboradores, demostraron que solamente CdtA (subunidad A de CDT) era
capaz de unirse a la superficie de células CHO, sin embargo su internalizacion no producia
efectos citotoxicos, mientras que, la internalizacion tanto de CdtB o CdtC producia
distension celular y eventualmente muerte celular®®. La internalizacién se produce via
clatrina, se trasloca al Golgi y finalmente CdtB pasa al nucleo. El dafio que produce CdtB
al DNA es similar al producido por radiaciones ionizantes, dando lugar a rupturas en la
doble hebra®.

Diversos estudios han demostrado que solo un bajo porcentaje de las cepas aislada de
pacientes con diarrea son productoras de CDT (0.5-3.1%); sin embargo, estos porcentajes
son mayores que en cepas de E. coli aisladas de casos sin diarrea® 2. por otro lado,
estudios realizados por Pandey y colaboradores, reportaron que se encontraron niveles
elevados de CDT-I en nifios con diarrea en India®. Sin embargo, no se ha demostrado una
diferencia significativa en la presencia de esta toxina en casos de diarrea, cabe mencionar
que en estos estudios no se buscaron todas las variantes de CDT®.

Sin embargo, el rol de CDT en E. coli no esta totalmente definido. Se ha demostrado

que los genes de CDT coexisten con otros genes de virulencia como el del factor citotoxico
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necrotizante (cnf) o con el de la intimina (eaeA)®™. Aun no se ha establecido si esta toxina
es capaz de producir diarrea, sin embargo, experimentos con ratones utilizando una E. coli
no diarrogénica recombinante clonada con el operon de cdt de Shigella dysenteriae,
demostraron que es capaz de producir dafio al epitelio del colon descendente y

acumulacion de fluidos®®.

2.1.1.1.7.4.- Subtilasa AB (SubAB)

La toxina subtilasa fue descubierta por primera vez en una cepa de STEC del serotipo
0113:H21 en un brote en nifios de sindrome urémico hemolitico (SUH) en Australia®’.

Para ejercer su mecanismo de toxicidad, la toxina SubAB necesita unirse a su
receptor en la superficie celular, en este caso se ha descrito que SubAB es capaz de unirse a
glicoproteinas incluyendo a las a2B1 integrinas pero parece que tiene una gran afinidad a
los glicanos que contienen al finalacido N-glicolilneranimico (Neu5Gc). Una vez unido al
receptor, la toxina ingresa a la célula de forma dependiente de clatrina y se dirige hacia el
reticulo endoplasmico (RE) a través del aparato de Golgi por via retrégrada®. La toxina
SubAB rompe el enlace entre Leusis Y Leussi7 en la regidn que conecta los extremos amino
y carboxilo terminal de la proteina BiP (Binding inmunoglobulin protein). Esta ruptura
juega un papel importante en el mecanismo de citotoxicidad®®, ya que produce una
importante respuesta a stress por el RE lo que da lugar a una serie de cambios en la
actividad celular llevando finalmente a la apoptosis .

Los efectos de SubAB solo han sido probados en modelos muridos. La colonizacién
intestinal con cepas productoras de esta toxina no produjo diarrea, pero si se asocioé con
una importante pérdida de peso’’. Por otro lado, cuando se administrd la toxina de forma
intraperitoneal se produjo anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y dafio
renal, triada caracteristica de SUH, ademas se presentaron lesiones histolégicas en cerebro,
higado y rifiones también asociadas con este sindrome’?.

El operon que codifica esta toxina estd ampliamente distribuido en las cepas de
STEC. Hasta el momento se ha identificado en méas de 30 serogrupos, en su mayoria en
cepas que no poseen LEE y se ha visto una asociacion entre la presencia de esta toxina con
las toxinas Stx1, Stx2 o la presencia de ambas. Ademas, también se ha demostrado la

presencia de subtilasa en cepas carentes incluso de toxinas las Stx".
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2.1.1.2.- Salmonella sp

La salmonelosis es la infeccién causada por Salmonella. EI género Salmonella esta
formado por un grupo muy heterogéneo de bacterias que colonizan el intestino del hombre
y de muchas especies animales, causando patologia intestinal. Las tres especies principales
de Salmonella son: S. typhi, S. choleraesuis y S. enteritidis. La mayoria de la infecciones en
el humano son resultado de la ingestion de microorganismos presentes en el agua o
alimentos contaminados. La infeccion puede conducir a varios sindromes clinicos, que
incluyen infecciones asintomaticas, gastroenteritis aguda, bacteriemia sin foco aparente de
infeccion, bacteriemia con la subsecuente localizacion supurativa, fiebre tifoidea o un
estado de portador crénico asintomatico.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
gramnegativos, no encapsulados, flagelados peritricos, con fimbrias y pilis. Algunos
forman una microcépsula delgada y no produce esporas. Pueden ser aerobios o anaerobios
facultativos, fermentan la glucosa, la maltosa y el manitol, pero no fermentan la lactosa ni
la sacarosa. Son viables en diferentes condiciones ambientales, sobreviven a la
refrigeracion y congelacion, ademas de que pueden resistir el calentamiento (hasta 62° C).

Tres son los tipos principales de antigenos que determinan el serotipo de Salmonella:
el antigeno somatico (O), el antigeno flagelar (H) y el antigeno de virulencia (Vi). Los
antigenos somaticos son lipopolisacaridos que componen la pared celular, los antigenos
flagelares son proteinas localizadas en el flagelo movil y el antigeno de virulencia es un
polisacérido termolabil localizado en la capsula.

Salmonella se localiza exclusivamente en el intestino y tienen un mecanismo
patogénico de tipo enteroinvasivo. Esto se debe a que Salmonella tiene la capacidad de
colonizar la pared intestinal, donde da lugar a desprendimientos de la mucosa y en
ocasiones produce pequefias Ulceras que pueden sangrar, lo que se manifiesta por un color
mas oscuro de las materias fecales semiliquidas o liquidas. Generalmente las materias
fecales son muy fétidas y espumosas, y son datos clinicos que pueden inducir a la sospecha
de infeccion por Salmonella. A menudo se refieren a este sindrome como “intoxicacion por
alimentos™.

En Mexico en el afio de 2012 se reportaron 181,493 casos de salmonelosis, siendo la

segunda causa de diarrea en el pais; en Guerrero se reportaron 6,647 casos en el mismo

13



afio*2. Por otro lado, Estrada-Garcia et al en un estudio en 2004 analizaron muestras de
salsas de puestos callejeros de comida rapida en el DF., encontrando en el 5% de las
muestras la presencia de Salmonella (S. Enteritidis fagotipo 8, S. Agona y Salmonella del

grupo B) .

2.1.1.3.- Shigella sp.

Shigella fue descubierta por Shiga en 1986; esta bacteria pertenece al
grupo Enterobacteriaceae, es un bacilo de 1 a 3 micras por 0.6 micras, gramnegativo, que
se presenta solo o0 en parejas, inmovil, no capsulado y no forma esporas. No produce &cido
sulfhidrico, ni desdoblan a la urea, reducen los nitratos a nitritos, Voges-Proskauer
negativo, citrato negativo, lactosa negativo. Son fermentadores, de la glucosa con
produccién de &cido pero no de gas. También son aerobios o anaerobios facultativos, con
temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C, y pH de 7.6 a 7.8. Son cepas que requieren
medios especializados para su correcto crecimiento (microorganismos fastidiosos).

Tiene cuatro especies: S. dysenteriae, S. flexneri, S. Boudii y S. sonnei. El serotipo
estd determinado por los lipopolisacaridos de la pared celular (antigenos O).

En la pared celular Shigella posee peptidoglicano y en la membrana externa, que es
una bicapa de fosfolipidos, contiene proteinas, lipoproteinas y lipopolisacéarido (LPS). El
LPS es importante en la virulencia.

En México Shigella es causa del 10 al 20% de la diarrea en general, del 30 al 50% de
la diarrea con sangre y del 5 al 10% de la diarrea secretora. Los porcentajes de infeccion
por Shigella son similares en varios paises en vias de desarrollo. La shigelosis es mas
frecuente en nifios menores de 10 afios. En 2012 se reportaron 8,085 casos de shigelosis en
toda la repablica; en Guerrero se reportaron 1,365 casos en el mismo afio?.

Los unicos huéspedes naturales de Shigella son el humano y algunas especies de
primates. La transmision se hace a traves de alimentos contaminados con heces, por las
manos, fomites e inclusive por las moscas. Se considera que los organismos tienen la
capacidad de sobrevivir en la leche, huevos, quesos y camarones, hasta por 30 dias.

Los factores principales de patogenicidad incluyen la capacidad de invasividad y la

produccion de una exotoxina llamada toxina de Shiga.
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La invasion de las células epiteliales de la mucosa intestinal depende del plasmido
que codifica un conjunto de proteinas, los antigenos plasmidicos de invasion (Ipa) —uno de
éstos funciona como adhesina. La bacteria penetra por fagocitosis inducida en el fagosoma,
pasan a las vacuolas fagociticas, son liberados en el citoplasma, donde se multiplican hasta
llenar la célula. Posteriormente se recubren de actina polimerizada y pasan de célula a
célula®.

La toxina de Shiga (STX o VT) estd compuesta por dos subunidades (designadas A y
B). La subunidad B es un pentdmero que se une a glicolipidos especificos en la célula del
hospedador, especificamente globotriaosilceramida (Gb3). Luego de esto, la subunidad A
es internalizada y dividida en dos partes. EI componente Al luego se une al ribosoma,
interrumpiendo la sintesis de proteinas. Se ha descubierto que Stx-2 es aproximadamente
400 veces mas toxica (segun lo cuantificado por la DL50 en ratones) que Stx-1. ElI Gb3
esta, por razones desconocidas, presente en mayor cantidad en tejidos del epitelio renal, a lo
cudl puede ser atribuida la toxicidad renal de la toxina Shiga. La toxina requiere receptores
altamente especificos en la superficie celular para atacar e ingresar dentro de la célula;
especies como ganado, cerdos y ciervos que no trasportan estos receptores pueden abrigar
bacterias toxigénicas sin ningun efecto perjudicial, vertiéndolas en sus heces, de donde
pueden diseminarse a los seres humanos.

La toxina de Shiga tiene dos efectos: 1) de enterotoxina con produccion de diarrea
acuosa profusa, a nivel de intestino delgado, inhibe la absorcion de azlcares y aminoacidos,
dafa los capilares de la ldmina propia de las vellosidades del colon, origina isquemia y
colitis hemorragica; y 2) de neurotoxina, con alteraciones en el sistema nervioso central y
manifestaciones de meningitis y coma, lo que contribuye a la gravedad de la enfermedad
por esta especie.

Los eventos patoldgicos son: inflamacién de la mucosa con formacion de
microabscesos; posteriormente se presenta necrosis, sangrado y ulceracion, que se cubre
por una pseudomembrana integrada por leucocitos polimorfonucleares, bacterias
englobadas en una trama de fibrina y restos celulares, se da una liberacién de endotoxinas
por autolisis, que localmente produce la inflamacidn de la pared intestinal. Esta patologia es
la responsable de las evacuaciones con sangre y pus, finalmente las lesiones ulcerosas son

ocupadas por tejido de granulacién y llegan a cicatrizar.
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2.1.1.4.- Vibrio cholerae

El agente bacteriano causal del colera es V. cholerae. El colera ha sido endémico
de la India por siglos. Los romanos le dieron este nombre por el color de las evacuaciones,
a partir de las palabras griegas chole = “bilis” yrhein = “fluir”. Los tltimos casos de colera
del siglo XIX en México ocurrieron durante la sexta pandemia, en 1883. Gracias a la
rehidratacion oral y a la cloracion del agua, bajaron los casos de colera a nivel nacional. En
el afio 2012 se reportaron dos casos de coélera en el pais, en el estado de Sinaloa; en
Guerrero no se reportaron casos de célera en el mismo afio™2.

V. cholerae es un bacilo gramnegativo curvo, de 0.5 a 1 micra de longitud, posee un
flagelo polar. Produce oxidasa, a diferencia de las enterobacterias, y fermenta glucosa, lo
que lo distingue de Pseudomonas. Crece dptimamente cuando las condiciones del pH,
salinidad y temperatura son las adecuadas. Este microorganismo no es parte de la biota
normal del intestino.

Para que comience la enfermedad se requiere de la adhesion y colonizacion de V.
cholerae en la mucosa intestinal. Una vez adheridos los bacilos, probablemente mediante
fimbrias, comienza la produccion de una potente enterotoxina, denominada toxina colérica.
La toxina tiene una subunidad A, la cual contiene el componente activo, rodeado de cinco
subunidades B, que median la unién de la toxina al receptor especifico gangliésido GMy,
encontrado en la superficie del enterocito. Después de la unién, la subunidad A se divide y
uno de sus componentes, la fraccion A1, penetra en la célula, donde actdia como una enzima
catalizadora, estimulando el componente G de la enzima adelinato ciclasa. Esta
estimulacion incrementa la produccién intracelular del adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), el cual produce una secrecion activa de cloro e inhibe la absorcion de sodio. El
resultado es la secrecion de un liquido isotonico que contiene sodio, potasio, cloro y
bicarbonato dentro del lumen intestinal. Esto conduce répidamente a deshidratacion,
aumento de la densidad del plasma y acidosis. Sin embargo, el transporte de glucosa unida
a sodio hacia el interior de la célula no se altera. La bacteria no invade los tejidos ni la
sangre. El espectro clinico de V. cholerae va desde una infeccion asintomatica hasta un

proceso diarreico severo acompafiado de choque hipovolémico y muerte®?.
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2.1.2.- Agentes Virales Causantes de Diarrea
2.1.2.1.- Rotavirus

Los Rotavirus miden alrededor de 80 nandmetros, el cual es un virién icosaédrico,
ARN de doble cadena fragmentado, once filamentos y doble cépside, interna y externa. No
tienen envoltura y su aspecto es de una rueda dentada, de ahi el origen de su denominacion.
Existen 5 tipos de Rotavirus denominadas A, B, C, D y E, siendo el tipo A la méas comun®.

Los virus del género Rotavirus son la principal causa de gastroenteritis severa en
nifios menores de 5 afios, asi como de muertes producidas por diarrea en paises en vias de
desarrollo. Practicamente todos los nifios se encuentran infectados por Rotavirus entre los 2
y 3 afios, presentandose principalmente los sintomas mas graves entre los 2 meses y los 2
afios. Los sintomas son diarrea acuosa, nausea, vomito, dolor abdominal y deshidratacion.
La infeccidn se adquiere principalmente por via oral-fecal o por fémites contaminados (por
ejemplo juguetes contaminados en guarderias). La introduccion en 2006 de la vacuna de
Rotavirus en México (Rotarix), redujo para el afio de 2009 un 65% las muertes en nifios
causadas por este egente’.

Los Rotavirus infectan el intestino delgado, principalmente el duodeno y el yeyuno.
Las lesiones que se presentan son leves, que al parecer no tienen relacion con los sintomas
que causan durante la enfermedad. Las lesiones son vacuolizacién y pérdida de enterocitos,
disminucion de las vellosidades intestinales e hiperplasia de las células de las criptas. Las
infecciones por Rotavirus alteran el funcionamiento del intestino delgado causando diarrea.

La diarrea es causada por la mala absorcién, derivada de la pérdida de enterocitos’.

2.1.2.2.- Norovirus

Los Norovirus (NoV) forman parte de la familia Caliciviridae junto con los géneros
Sapovirus. Lagovirus y Vesivirus. Los calicivirus son ARN-virus (7,700 kb) desnudos de
simetria icosaédrica y con una capside compuesta de un polipéptido. Se denominan
calicivirus debido a que su morfologia en microscopia electronica, tiene aspecto de céliz o
copa®.

Los NoV son una de las principales causas de gastroenteritis aguda no bacteriana en
el mundo; son la principal causa en gastroenteritis en adultos en asilos, hospitales, hoteles y

restaurantes’™. En paises industrializados son la segunda causa de gastroenteritis aguda no
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bacteriana, con una incidencia de alrededor del 12% en nifios menores de 5 afios.
Solamente en los Estados Unidos, los casos de NoV suman cada afio mas de 235,000 visitas
médicas, 91 000 visitas a urgencias y 23 000 hospitalizaciones en nifios menores de 5
afios. Su papel en paises en vias de desarrollo no ha sido bien establecido. Las principales
fuentes de contaminacion de los NoV son agua, mariscos y comida contaminados’®.
Estudios recientes de biopsias de voluntarios indican que los NoV infectan
principalmente la parte proximal del intestino delgado (yeyuno), observandose cambios
histopatoldgicos de la vellosidad intestinal, hiperplasia celular de las criptas, vacuolizacion
del citoplasma celular, infiltrado celular de la ldmina propia con mononucleares y
polimorfonucleares, pero sin dafio evidente de la mucosa. La lisis de las células de la
vellosidad intestinal, da como resultado la reduccién de la capacidad de absorcion del

intestino, siendo probablemente la causa de la diarrea producida®.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las comunidades indigenas contintan siendo las poblaciones méas marginadas del
pais, con altas tasas de mortalidad por enfermedades infecciosas. Por ésta misma razén no
existen estadisticas del nimero de casos de diarrea en estas comunidades, asi como también
se desconoce la prevalencia de los principales agentes asociados a diarrea. Guerrero tiene
numerosas comunidades indigenas, dado que el 17% de su poblacion es indigena y
pertenece a los 3 estados que conforman el tridngulo de la pobreza extrema en México. El
conocer la prevalencia de las enterobacterias y virus entéricos asociados a diarrea en
comunidades indigenas de Guerrero, permitird proporcionar tratamientos adecuados y
efectivos contra estos patdgenos, asi como realizar campafias de vacunacion contra
rotavirus para disminuir la incidencia de morbimortalidad de las diarreas en estas

comunidades.
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4.- OBJETIVO GENERAL

Identificar y establecer la prevalencia de enterobacterias y virus entéricos que causan
diarrea, en las heces de los habitantes de comunidades indigenas de la Region de la

Montafia, Guerrero.

4.1.- Objetivos Particulares

Recolectar muestras de heces de los habitantes de comunidades indigenas de la

Region de la Montafia.

Recopilar los datos generales de los habitantes de las poblaciones del estudio.

a) Elaborar una base de datos con la siguiente informacion de los individuos: sexo,
edad, talla y peso.
b) Estimar el estado nutricional de los habitantes de ambas poblaciones.

Aislar e identificar las siguientes enterobacterias de las heces colectadas: Salmonella sp,
Shigella sp, Vibrio sp y E. coli.

a) Identificar especies de los géneros Salmonella, Shigella, Vibrio y otras utilizando el
microsistema de identificacion API120E.

b) Identificar los 6 grupos de E. coli diarreogénicos: ETEC (lt, st), STEC (stx1, stx2,
eaeA), EPEC (bfpA, eaeA), EIEC (ial), DAEC (afa)y EAEC
(aa, aap y aggR),utilizando la técnica de PCR.

c) Identificar cepas de E. coli productoras de las toxinas: EAST1 (astA), CDT (cdt),
PET (pet) y Subtilasa (subAB).

Identificar en las heces colectadas los siguientes virus: Rotavirus y Norovirus.

a) ldentificar Rotavirus mediante reacciones de aglutinacion.
b) Identificar Norovirus por la técnica de RT-PCR.

Analizar estadisticamente los datos obtenidos.
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5.- HIPOTESIS

Algunos estudios realizados en la poblacién mexicana, han demostrado que los
principales agentes bacterianos asociados a diarrea son los patotipos de E. coli
diarreogénicos®® *; con base en esto se espera que los patotipos de E. coli diarreogénicos,
sean los agentes bacterianos asociados a diarrea con mayor prevalencia en las heces de los
habitantes de las comunidades indigenas de la Region de la Montafia del estado de
Guerrero.

Por otro lado, el Rotavirus es el principal agente etioldgico de gastroenteritis infantil
en el mundo; por lo que se espera que éste sea el principal agente viral asociado a diarrea

encontrado en las heces de éstas comunidades.
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6.- METODOLOGIA
6.1.- Recoleccidn de datos y obtencién de muestras

Durante la revision médica, se recolectaron los datos generales de los habitantes que
acudieron a la comisaria: nombre, sexo, edad, peso v talla.

De cada individuo se tomd una muestra de heces y con un hisopo se colocd en
medio de transporte Cary-Blaire (Deltalab), también se tomd una muestra de heces y se
coloco dentro de un criotubo para la busqueda de virus. Ambas muestras se transportaron al
laboratorio.

Al llegar al laboratorio las muestras en el criotubo se congelaron a -70 °C, hasta su

procesamiento.

6.2.- Aislamiento e identificacion de bacterias
6.2.1.- Aislamiento

Se sembraron por estria cruzada cada una de las muestras de los medios de transporte,
en los siguientes medios de cultivo de primoaislamiento:

= Agar MacConkey (MCDLAB)

= Agar Salmonella Shigella (SS) (MCDLAB)
= Agar XLD (MCDLAB)

= Agar TCBS (MCDLAB)

= Agar sulfito de bismuto (SB) (CONDA)

Se incubaron a 37° C entre 18 y 24 horas. En agar MacConkey se buscaron colonias
con morfologia parecida a E. coli, asi como todas las colonias con caracteristicas
morfologicas diferentes a estds. En los agares XLD y SS se buscaron cepas con morfologia
caracteristica de los géneros Salmonella y Shigella. Por dltimo en agar SB se buscaron

colonias que presentaran la morfologia del género Salmonella.

6.2.1.1.- Preenriquecimiento para el aislamiento del género Salmonella.

Se tomd un hisopo de la muestra original y se sumergié en caldo tetrationato
(DIFCO) y se incub6 de 12 a 24 horas. Las muestras que fueron enriquecidas en caldo
tetrationato se sembraron por estria cruzada en los siguientes medios:

= Agar Mac Conkey.
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= Agar XLD.
= Agar SS.
= Agar SB.

Las placas se incubaron entre 18 y 24 horas y se aislaron todas las cepas de diferente
morfologia que se observaron en medio Mac Conkey, excepto colonias con morfologia de
E. coli. En los agares XLD y SS se buscaron cepas con morfologia caracteristica de los
géneros Salmonella y Shigella. En agar SB se buscaron colonias cuya morfologia fuera

sospechosa del género Salmonella.

6.2.1.2.- Preenriquecimiento para el aislamiento del género Vibrio.

Se tomo un hisopo de la muestra original y se sumergié en agua peptonada alcalina
(APA) (MCDLAB) y se incub6 por 5 a 8 horas. Las muestras enriquecidas en APA se
sembraron por estria cruzada en medio TCBS, incubandolas entre 18 y 24 horas. Se

buscaron colonias con morfologia sospechosa de Vibrio.

6.2.2.- Identificacion bioquimica de las cepas aisladas
6.2.2.1.- Identificacién de E. coli

Se seleccionaron 5 colonias con morfologia parecida a E. coli, para aumentar la
probabilidad de aislar una cepa patdgena, y se les realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas para confirmar que sean E. coli:

= Citrato de Simmons (Bioxon, BD)
= MIO (MCDLAB)

Se incubaron de 18 a 24 horas. Las cepas indol positivas y citrato de Simmons

negativas son identificadas como E. coli.

6.2.2.2.- Identificacion de las cepas morfologicamente diferentes a E. coli

Las cepas morfoldgicamente diferentes a E. coli se identificaron utilizando las tiras

de identificacion API-20E (Biomérieux), siguiendo los siguientes pasos:
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6.2.2.2.1.- Preparacion de la galeria

1.

2.
3.

Se llenaron con aproximadamente 5 mL de agua Elix los alveolos en el fondo
de cada camara de incubacion, para crear una atmosfera hUmeda.

Se inscribio la referencia en la lengueta lateral de la camara.

Se coloco la galeria en la camara de incubacion.

6.2.2.2.2.- Preparacion del inéculo.

1.

2.

Usando siempre el mechero para mantener la asepsia del area de trabajo, se
tomo6 una colonia grande (2-3 mm o0 mayor) 0 5 mas pequefias y se
suspendieron en 5 mL de solucidn salina estéril contenidos en un tubo falcon.
Se homogenizaron las bacterias cuidadosamente.

6.2.2.2.3.- Inoculacion de la galeria.

1.

5.
6.

Se introdujo la suspension bacteriana en los pozos de la galeria con la ayuda
de una pipeta Pasteur estéril desechable, evitando la formacion de burbujas de
aire.

Para las pruebas citrato (CIT), Voges-Proskauer(VP) y gelatinasa (GEL), se
llend el pozo y la cupula.

Para las otras pruebas, se llenaron Gnicamente los pozos.

Para las pruebas de arginino dihidrolasa(ADH), lisina descarboxilasa (LDC),
ornitina descarboxilasa (ODC), &cido sulfhidrico(H,S) y ureasa (URE), se
cre6 una atmosfera anaerobica afiadiendo aceite mineral esteéril.

Con la tapa se cerr6 la camara de incubacion.

Se incubaron a 36 °C entre 18 y 24 horas.

6.2.2.2.4.- Lectura de la galeria.

1.

Después de la incubacion, la lectura de la galeria se hizo remitiéndose a la
tabla de lectura contenida en el inserto.

En el caso de que 3 0 méas ensayos resultaron positivos, se anotaron en la hoja
de resultados todas la reacciones espontaneas.

Después se revelaron los ensayos que necesitaban la adicion de reactivos
(TDA, IND, VP, NIT).

Si el numero pruebas positivas a las 24 horas de incubacion eran menor a 3, se
reincubo la galeria 24 horas mas.

6.2.2.2.5.- Interpretacion de los resultados

1.

La identificacion se realizo a partir del perfil numérico obtenido (bionimero)
y una base de datos de Biomérieux.
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6.3.- Caracterizacion molecular de los factores de virulencia de E. coli

6.3.1.- Preparacion de los lisados bacterianos para utilizarlos como moldes para
las PCRs

Los lisados de bacterias con los cuales se hicieron las diferentes PCR, se prepararon
de la siguiente manera: se sembro cada cepa en agar MacConkey, se incub6 de 18 a 24 h a
37° C; posteriormente se selecciond una colonia y se resembro por estria abierta en agar
MacConkey, se incub6 de 18 a 24 h; de la estria abierta se tomé una asada pequefia y se
colocé en 1 mL de agua milliQ, contenida en un tubo eppendorf, de esa misma estria
abierta se tomo otra asada pequefia y se coloco en otro tubo eppendorf con 1 mL de agua
milliQ en donde se va a preparar un pool de las cinco colonias picadas de un solo
individuo. Se homogenizo perfectamente usando un vortex, se hirvio el tubo por un minuto

y se colocd inmediatamente en hielo. Se guardaron los tubos a -20° C hasta su uso.

6.3.2.- PCRs para la identificacién de los grupos de E. coli diarreogénicos

Las cepas que fueron identificadas como E. coli mediante pruebas bioquimicas (MIO,
Citrato de Simmons), se les realizaron 3 PCR distintas para identificar los siguientes
patotipos y los genes para algunas toxinas:

= Patotipos:

o ETEC
EPEC
EIEC
EHEC
DAEC

o EAEC
= Toxinas:

o cdt
o pet
o astA
o Ssubtilasa AB

o O O O
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6.3.2.1.- PCR multiplex ( Patotipos ETEC, EPEC, EIEC y EHEC)

Cada tubo de PCR contuvo 25 pL de volumen total, 2 uL. de DNA bacteriano (lisado)
y 23 uL de una mezcla que estaba compuesta en concentraciones finales por: regulador con
Tris-HCI pH 8.5 10 mM, KCI1 50 mM, gelatina 100 pg/mL y 5% de glicerol (Invitrogen);
MgCl, 2 mM (Invitrogen), 200 uM de cada nucledtido dATP, dCTP, dGTP y dTTP
(Roche, Boehringer Mannheim), 0.5 U de Ampli Taqg polimerasa (Invitrogen) y una mezcla
de los 14 iniciadores seleccionados (Tabla 1). Se utiliz6 como control positivo de la
reaccion la mezcla de las 4 cepas de referencia (ETEC, EPEC, STEC y EIEC) y como
control negativo la mezcla de PCR sin DNA.

Las mezclas de reaccion se colocaron en un termociclador (Biorad, iCycler) con el
siguiente programa de amplificacién: calentamiento a 50° C durante 2 min y a 95° C
durante 5 min, posteriormente se sometieron a 40 ciclos (95° C/45 s, 50° C/45 sy 72° C/45

s) y por Gltimo a una extension final a 72° C durante 10 min”’.

6.3.2.2.- PCR multiplex (Patotipos EAEC y DAEC)

Cada tubo de PCR contuvo 25 pL, 2 pL de DNA bacteriano y 23 pL de una mezcla
que estaba compuesta en concentraciones finales por: regulador con Tris-HCI pH 8.5 10
mM, KCl 50 mM, gelatina 100 pg/mL y 5% de glicerol (Invitrogen); MgCl, 2 mM
(Invitrogen), 200 uM de cada nucledtido dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Roche, Boehringer
Mannheim), 0.5 U de Ampli Taqg polimerasa (Invitrogen) y una mezcla de los 8 iniciadores
seleccionados (Tabla 1). Se utilizaron como control positivo 1 pL de un lisado de la cepa de
E. coli 042 (EAEC) y 1 pL de un lisado de la cepa E. coli C1845 (DAEC); como control
negativo se utilizo la mezcla de PCR sin DNA.

Las mezclas de reaccion fueron colocadas en un termociclador (Biorad, iCycler) con
el siguiente programa de amplificacion: calentamiento a 50° C durante 2 min y a 95° C
durante 5 min, posteriormente se sometieron a 40 ciclos (95° C/45 s, 55.5 C/45 s y 72°

C/45 s) y por Gltimo a una extension final a 72° C durante 10 min’®.

6.3.2.3.- PCR multiplex (Genes para las toxinas subAB, Pet, Cdty EAST1)

Cada tubo de PCR contuvo 25 pL, 2 pL de DNA bacteriano y 23 pl. de una mezcla

gue estaba compuesta en concentraciones finales por: regulador con Tris-HCI pH 8.5 10
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mM, KCl 50 mM, gelatina 100 pg/mL y 5% de glicerol (Invitrogen); MgCl, 2 mM
(Invitrogen), 200 uM de cada nucle6tido dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Roche, Boehringer
Mannheim), 0.5 U de Ampli Taq polimerasa (Invitrogen) y una mezcla de los 10
iniciadores seleccionados (Tabla 1). Se utiliz6 como control positivo 1.5 pL de un lisado
con la mezcla de las cepas de E. coli 042, 0O86:H34 y 0.5 pL de DNA plasmidico de un
fragmento del gen de la subtilasa AB (0.106 ng/uL); como control negativo se utilizo la
mezcla de PCR sin DNA.

Las mezclas de reaccion fueron colocadas en un termociclador (Biorad, iCycler) con
el siguiente programa de amplificacion: calentamiento a 95° C durante 1 min,
posteriormente se sometieron a 35 ciclos (95° C/1 min, 62° C/1 miny 72° C/1 min 20 s) y

por Gltimo a una extension final a 72° C durante 10 min™.

6.3.3.- Deteccion de productos amplificados

Para todas las PCR se tomaron 5 puL. de cada producto de PCR amplificado, se
colocaron en un gel de agarosa al 2.5 % (3% para los genes de toxinas) y se sometieron a
electroforesis en regulador TAE 1X, a 80 V durante 1 h. Se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 1 Kb plus (Invitrogen). Para revelar el gel se colocd en una charola con 200
mL de agua mili Q con 20 pL de bromuro de etidio (1 pg/mL) (Invitrogen) durante 15 min.
Se revelaron con luz UV y se les tom6 una fotografia en un fotodocumentador (DNR, Mini
Bis Pro).
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PCR Gen Secuencia Iniciadores Tamaiio del Amplicén (pb)
six1 F 5-CTGGATTTAATGTCGCATAGTG-3’ 150
R 5"-AGAACGCCCACTGAGATCATC-3’
st F 5-A CTTTCTGTATTGTCTT-3' 190
R 5-CACCCGGTACAAGCAGGATT-3’
F 5-GGCACTGTCTGAAACTGCTCC-3’
stx2 - - 255
R 5-TCGCCAGTTATCTGACATTCTG-3
F 5-AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC-3’
EPEC, ETEC, EIEC, STE A - 24
¢ ¢ C, STEC b R 5'-GCCGCTTTATCCAACCTGGTA-3 3
F 5’-GACCCGGCACAAGCATAAGC-3’
eaeA - - 384
R 5’-CCACCTGCAGCAACAAGAGG-3
it F 5-GGCGACAGATTATACCGT GC-3° 450
R 5-CGGTCTCTATATTCCCTGTT-3"
ial F 5'-GGTATGATGATGATGAGTCCA-3’ 650
R 5'-GGAGGCCAACAATTATTTCC-3'
F 5'-GGC CTGCTGAACTGG-3'
afa 809
R 5'-CGGTCTCATAATCATGTCC-3'
aa F 5'-CTGGCGAAAGACTGTATCAT-3' 629
EAEC Y DAEC R 5'-CAATGTATAGAAATCCGCTGTT-3!
F 5'-CTAATTGTACAATCGATGTA-3'
aggR 457
R 5'-AGAGTCCATCTCTTTGATAAG-3'
F 5'-CTTGGGTATCAGCCTGAATG-3'
aap 310
R 5'-AACCCATTCGGTTAGAGCAC-3'
cdtd F 5-GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG-3' 267
R 5-AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA-3'
cdt2 F 5-GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG-3' 467
R 5-AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA-3'
. F 5-GGCACAGAATAAAGGGGTGTTT-3'
Genes Toxinas pet 300
R 5'-CCTCTTGTTTCCACGACATAC-3'
SubAB F 5'-TATGGCTTCCCTCATTGC-3 500
R 5-TATAGCTGTTGCTTCTGACG-3'
F 5'-GCCATCAACACAGTATATCC-3'
astA 100
R 5'-GAGTGACGGCTTTGTAGTC-3'

Tabla 1. Iniciadores seleccionados para los ensayos de PCR durante el estudio para

Tabla 2.

genes de E. coli.

Gen Proteina Patotipos de E. coli
bfp Bfp EPEC
eaeA Intimina EPEC/EHEC
stx1 Stx1 STEC/EHEC
stx2 Stx2 STEC/EHEC
It Lt ETEC
st St
ial Locus asociado a invasividad EIEC
afa Afa DAEC
aggR AggR
aap Dispersina EAEC
aa TolC

Genes asociados a los patotipos diarreogénicos de E. coli.
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6.4.- Deteccion de Virus Entéricos

6.4.1.- Deteccion de Rotavirus por aglutinacion con latex.

Se

realizo utilizando el kit de deteccion de rotavirus humano en heces Pastorex

Rotavirus (BioRad), siguiendo los siguientes pasos:

1.

ok~ wn

© o~

Se hizo una dilucion de una muestra de heces al 1/10 en el buffer de dilucion R1
(incluido en el kit).

Se agitd en el vortex durante 1 min.

La dilucion fue centrifugada a 10,000 rpm durante 10 min.

Después se homogenizaron perfectamente los reactivos R2 y R3.

Se colocaron en dos pocillos diferentes de una placa, una gota de R2 (incluido en
el kit) y otra de R3 (incluido en el kit).

Se colocaron 50 puL del sobrenadante obtenido en el paso 3 en cada pocillo.

Se mezcl6 con un agitador.

Después de 2 minutos, se observd si existia o no aglutinacion.

El reactivo R3 es el control positivo del Kit.

6.4.2.- Identificacion de Norovirus por RT-PCR

6.4.2.1.- Extraccion de RNA de heces

Para la extraccién de RNA a partir de heces, se realizaron los siguientes pasos:

1.
2.
3.

© oo N o

11.
12.
13.

Se procesaron 200 pL de la muestra.

Se adicionaron 400 pL de PBS 1X filtrado.

Se centrifugd 1 min a 13,000 rpm y luego se paso el sobrenadante a otro tubo a 4°
C.

Se agrego al sobrenadante 500 uL de reactivo trizol (Invitrogen) y luego se dejo
en hielo 5 min.

Se adicionaron 100 pL de cloroformo y se dejé en hielo aproximadamente 5 min.
Se centrifugd 15 min a 12,000 rpm a 4 °C.

A la fase acuosa se le coloco isopropanol volumen-volumen.

Se dejé por 10 min a -20° C para precipitar el RNA.

Se centrifugd 10 min a 13,000 rpm a 4° C.

. Se elimind el isopropanol y se lavd el boton con 1 mL de etanol al 75%

(preparado con agua con Dietilpirocarbonato [DEPC]). Se agitd ligeramente con
vortex.

Se centrifugd a 10,000 rpm durante 5 min a 4° C.

Se desecho el alcohol y se dej6 boca abajo 15 min, en papel absorbente.

Se resuspendi6 con agua DEPC (30 pL) y se alicuotaron 10 puL en 3 tubos.

30



14. Se cuantificd el RNA en el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
y se guardo a -70° C.

6.4.2.2.- Retrotranscripcion del RNA obtenido durante la extraccion

Se agregaron de 5 a 10 ug de RNA en un tubo eppendorf.
Se adicionaron 4 pL de oligo dT (Invitrogen) 10 uM al tubo.
Se calentd durante 10 min a 70° C.
Mientras se calentaba, se preparo la siguiente mezcla para cada tubo:
8 uL amortiguador 5X (Invitrogen)
4 uL DTT (Invitrogen) 0.1 M
4 uL dNTPs (Roche, Boehringer Mannheim) 2.5 mM
40 puL agua
Se agreg6 esta mezcla a cada tubo con RNA y oligo dT.
. Se coloco a 22° C por 10 min.
. Se agregaron 2 uL. de enzima Superscript II (Invitrogen).
. Fueron colocados a 42° C durante 90 min.
. EI cDNA obtenido se alicuot6 en partes iguales en 3 tubos.
. Se cuantificd el cDNA obtenido en el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific) y se guard6 a -20° C hasta su uso.

©oNoe Ok owdE

O e o
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6.4.2.3.- PCR para identificacion de Norovirus

PCR 4 multiplex (Norovirus) Cada tubo de PCR contuvo 25 pL, 1 pL de cDNA viral
y 24 pL de una mezcla que estaba compuesta en concentraciones finales por: regulador con
Tris-HCI pH 8.5 10 mM, KCI1 50 mM, gelatina 100 pg/mL y 5% de glicerol (Invitrogen);
MgCl, 2 mM (Invitrogen), 200 uM de cada nucledtido dATP, dCTP, dGTP y dTTP
(Roche, Boehringer Mannheim), 0.5 U de Ampli Taqg polimerasa (Invitrogen) y una mezcla
de los 8 iniciadores seleccionados (Tabla 2). Se utiliz6 como control positivo 1pL de DNA
clonado a partir de una muestra positiva (GM249 = 88.23 ng/uL, diluido 1:100) y como
control negativo la mezcla de PCR sin DNA.

Las mezclas de reaccion se colocaron en un termociclador (Biorad, ICycler) con el
siguiente programa de amplificacion: se calentaron a 92° C durante 5 s, posteriormente se
sometieron a 50 ciclos (92° C/20 s, 50° C/20 s y 72° C/40 s) y por ultimo a una extension

final a 72° C durante 7 min®.
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6.4.2.4.- Deteccion de productos amplificados

Se tomaron 5 pL de cada producto de PCR amplificado, se colocaron en un gel de
agarosa al 2 % y se sometieron a electroforesis en regulador TAE 1X, a 80 V durante 1 h.
Se utilizé un marcador de peso molecular de 1 Kb plus (Invitrogen). Para revelar el gel se
coloco en una charola con 200 mL de agua mili Q con 20 pL de bromuro de etidio(1l
pug/mL) (Invitrogen) durante 15 min. Se revelaron con luz UV y se les tomd una fotografia

en un fotodocumentador (DNR, Mini Bis Pro).

Iniciador Secuencia Tamaiio del Amplicon (pb)
P290 5'-ATAAAAGTTGGCATGAACA-3'
P289 5'-TGACAATGTAATCATCACCATA-3'

P290H 5'-GATTACTCCAGGTGGGACTCCAC-3'
P290J 5'-GATTACTCCAGGTGGGATTCAAC-3'
P289H 5'-TGACGATTTCATCATCACCATA-3'
P289I 5'-TGACGATTTCATCATCCCCGTA-3'
P290I 5'-GATTACTCCAGGTGGGACTCAAC-3'
P290K 5'-GATTACTCCAGGTGGGATTCCAC-3'

Tabla 3. Iniciadores seleccionados para los ensayos de PCR de Norovirus
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6.5.- Estimacion de los Estados Nutricionales

Para estimar el estado nutricional de los habitantes de las comunidades del estudio,
ambas poblaciones se distribuyeron en 3 intervalos de edad: de 0 a 4afios, de 5 a 18 afios y
mayores a 18 afios.

Para estimar el estado de desnutricion de los nifios menores de 5 afios, se utilizaron
las tablas 1 y 2 del apéndice C de la NORMA Oficial Mexicana NOM-031-SSA2-1999,
Para la atencion a la salud del nifio (Peso para la talla). En caso de los nifios en que solo se
registro el peso, pero no la talla, se estimd el estado nutricional utilizando las tablas 1 y 2
del apéndice A de la misma norma (Peso para la edad) (Tablas 4 y 5)%".
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Desviaciones estandar con Indicador
relacion a la mediana Peso / Edad
+2a+3 Obesidad
+1la+ 199 Sobrepeso
mas-menos 1 Peso normal
-1a-199 Desnutricion leve
-2a-299 Desnutricion moderada
- 3y menos Desnutricion grave

Tabla 4. Tabla de referencia para estimar el estado nutricional de los nifios menores
de 5 afios segun su indice antropomeétrico, Peso para la Edad.

Desviaciones estandar con Indicador
relacion a la mediana Peso / Talla
+2a+3 Obesidad
+1a+ 199 Sobrepeso
mas-menos 1 Peso normal
-1a-199 Desnutricién leve
-2a-299 Desnutricion moderada
- 3y menos Desnutricion grave

Tabla 5. Tabla de referencia para estimar el estado de nutricion los nifios menores de
5 afios segun su indice antropométrico, Peso para la Talla.

Para estimar el estado nutricional de los individuos de 5 a 18 afos se utilizaron las
tablas de percentiles del indice de masa corporal (IMC) para la edad, de la OMS (2007)
(Tabla 6)%,

Tablade IMC Para la Edad, de NINAS de 5 a 18 afios (OMS 2007)

Desnutricion Desnutricion
Obesidad Sobrepeso Normal leve severa
Edad 2+ 25D 2+1a<+25D =-1a<+15D 2-2 a<-15D <3 5D
(afios:meses) (1mc) (mmc) (IMC) (imc) (ImMC)

51 =18.9 16.9-18.8 13.9-16.8 12.7-13.8 <11.8

5:6 219.0 16.9-18.9 13.9-16.8 12.7-13.8 <11.7
6:0 2192 17.0-19.1 13.9-16.9 12.7-13.8 <11.7

6:6 219.5 17.1-19.4 13.9-17.0 12.7-13.8 <11.7

7.0 219.8 17.3-15.7 13.9-17.2 12.7-13.8 <11.8

7:6 220.1 17.5-20.0 14.0-17.4 12.8-13.9 <11.8

Tabla 6. Ejemplo de la tabla utilizada para estimar el estado de nutricion de los
individuos de 5 a 18 afios, IMC para la Edad.
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Para estimar el estado nutricional de los individuos mayores de 18 afios se utilizo la

tabla del apéndice informativo C, de la Norma Oficial Mexicana NOM-043-SSA2-2005,

Servicios bésicos de salud. Promocién y educacién para la salud en materia alimentaria.

Criterios para brindar orientacién (Tabla 7).

CLASIFICACION TIPO DE IMC RIESGO DE ENFERMEDAD* EN RELACION
OBESIDAD CON EL PESO Y EL PERIMETRO DE CINTURAS
NORMALES
segun IMC Kgf’m2 Hombres <102 cm Hombres > 102 cm
Mujeres < 88 cm Mujeres > 88 cm
Bajo peso <18.5 - -
Normal 18.5-24.9 -- -
Sobrepeso 25.0-29.9 Aumentado Alto
Obesidad I 30.0-34.9 Alto Muy alto
I 35.0-39.9 Muy alto Muy alto
Obesidad extrema [l =40 Extremadamente alto Extremadamente alto

Tabla 7. Tabla de referencia para clasificar a los individuos mayores de 18 afios,
segun IMC.

6.6.- Andlisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico se utilizo la prueba exacta de Fisher, utilizando un

valor P > 0.05 para considerar que existe significancia estadistica.
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7.- RESULTADOS
7.1.- Rio Grande
7.1.1.- Descripcion de la comunidad

La comunidad indigena de Rio Grande se encuentra en el municipio de Acatepec,
Guerrero, en la zona de la montafia. Se localiza en las coordenadas Longitud 99.03° O,
Latitud 17.10° N, a una altura aproximada de 650 m sobre el nivel del mar (Figura 5). En
un censo por parte la Secretaria de Desarrollo Social (SEDESOL) Rio Grande contaba en el
2010 con 75 habitantes (39 hombres, 36 mujeres), con 12 viviendas y con altos grados de
marginacion y rezago social (Tabla 8)%%. Su principal actividad econémica es la agricultura
de subsistencia (maiz) y la mayoria de los hombres acuden a otras comunidades para

trabajar como jornaleros.

c

Figura 6. Foto satelital de la comunidad de Rio Grande.
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Rio Grande 2010
Poblacion total 75
% Poblacion de 15 afilos o mas analfabeta 36.36
% Poblacidn de 15 afios o0 mas sin primaria completa 60.61
% Viviendas particulares habitadas sin excusado 75.00
% Viviendas particulares habitadas sin energia eléctrica 83.33
% Viviendas particulares habitadas sin agua entubada 16.67
% Ocupantes porcuarto en viviendas particulares habitadas 2.50
% Viviendas particulares habitadas con piso de tierra 91.67
% Viviendas particulares habitadas que no disponen de 100.00
refrigerador '
indice de marginacién 2.09075
Grado de marginacion Muy alto
Lugar que ocupa en el contexto nacional 4,700

Tabla 8. Indicadores de marginacion durante el afio de 2010 de Rio Grande®™.

Esta comunidad es la més chica, tanto en superficie como en nimero de habitantes,

de las dos comunidades que se visitaron durante el estudio. Hasta donde pudimos observar,

no cuentan con drenaje, luz eléctrica y agua entubada. No cuentan con ningun centro de

salud cercano y en la comunidad no hay alguna persona que se dedique a atender los

problemas de salud de la comunidad.

7.1.2.- Descripcion de la poblacion de Rio Grande

En el mes de diciembre de 2011 una brigada médica acudié a la comunidad de Rio

Grande, donde se dieron consultas médicas y se realizd un censo de la comunidad. En ese

momento la comunidad contaba con 79 habitantes, 43 (54.4%) del sexo femenino y 36

(45.6%) del sexo masculino. Como se muestra en la tabla 9 la mayoria de la poblacion

estaba en el grupo etario de los 5 a los 18 afios (44.3%).
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Distribucion de la Poblacion de Rio Grande
Intervalo de Edad | Masculino | Femenino Total
<5 afios 10 9 19 (24%)
5- 18 afnos 15 20 35(44.3%)
> 18 anos 11 14 25(31.7%)
Total 36 43 79 (100%)

Tabla 9. Distribucion de la poblacion total de Rio Grande por edad y sexo, del censo
realizado en diciembre de 2011.

Rio Grande, con base en las observaciones realizadas durante la visita, es la
comunidad mas pequefia tanto en tamafio y en poblacion. También es la que tiene menor
desarrollo, debido a que no se observaron instalaciones eléctricas, agua entubada o drenaje.
Las casas son de adobe y utilizan una de las casas como comisaria. Ademas que no cuentan
con un centro de salud cercano.

Durante las consultas se recabaron historias clinicas de algunos habitantes de la
comunidad, y se observé que la mayoria de la poblacion no presentaba cuadros de diarrea.
Durante estas entrevistas una mujer adulta reportd haber presentado repetidos cuadros de
diarrea y las madres de dos nifios reportaron que los nifios habian presentado diarrea
disentérica de larga evolucion, pero al momento del examen médico no presentaban

cuadros de diarrea ninguno de los tres sujetos.

7.1.3.- Estudio de prevalencia de enteropatégenos (bacterianos y virales) en Rio
Grande

7.1.3.1.- Caracteristicas del grupo de estudio

Debido a la barrera linglistica, la falta de cooperacion de los habitantes, en particular
de los varones y la falta de personal calificado, no todos los habitantes estuvieron
dispuestos a proporcionar muestras de heces. En total 38 de los 79 habitantes (48%)
proporcionaron muestras de heces, de este grupo la distribucion por edad es la siguiente:
6/20 (30%) son nifios menores de 5 afios, 20/35 (57%) sujetos de 5 a 18 afios y 12/24
(50%) adultos mayores de 18 afios. De los 38 sujetos se obtuvieron datos clinicos de 30
(79%) de ellos y se determind su estatus nutricional con base en los parametros de la OMS
(Tabla 10).
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. <5 afnos 5- 18 anos > 18 afios
Estatus Nutricional Total
Masculino | Femenino | Masculino | Femenino | Masculino | Femenino
Desnutricion Grave 1 0 0 0 0 0 1(3.3%)
Desnutricion Moderada 1 1 0 0 0 0 2(6.7%)
Desnutricion Leve 0 1 0 0 0 0 1(3.3%)
Sin Desnutricion 0 0 4 7 1 4 16 (53.3%)
Sobrepeso 2 0 1 3 0 3 9 (30%)
Obesidad | 0 0 0 0 0 1 1(3.3%)
Total 4 2 5 10 1 8 30 (100%)

Tabla 10. Estatus nutricional de 30 sujetos de la comunidad de Rio Grande.

7.1.3.2.- Caracteristicas clinicas del grupo de estudio

Ninguno de los sujetos reportd presentar diarrea durante la recoleccion de muestras
de heces. En su totalidad las muestras fueron solidas y ninguna presentaba sangre
macroscopica 0 moco. Todas las muestras fueron sembradas y procesadas para identificar
bacterias de los géneros E. coli, Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae y virus (Rotavirus y
Norovirus).

En 36 de las 38 (94.7%) muestras se aislaron cepas de E. coli y se picaron 5 colonias
de éstas. Las 5 colonias de E. coli aisladas de cada una de las muestras fueron procesadas
para la identificacion de los patotipos de E. coli y de otros genes de patogenicidad
(Toxinas). En 4/36 (11.1%) de las muestras se identificaron patotipos, de los cuales 3/36
(8.33%) presentaron DAEC que codifican para afa y 1/36 (2.8%) EAEC que codifican para
Dispersina, el regulén y TolC. Cinco de las 36 muestras (13.9%) también fueron positivas
para genes de patogenicidad (Dispersina, TolC o ambas), pero no pertenecian a ningin
patotipo en particular. Asi mismo, se encontraron en diez de las 36 muestras (27.8%) el gen
de la toxina EAST1. También se puede observar que una de las tres cepas de DAEC
(33.3%) vy la cepa de EAEC son positivas al gen que codifica para la toxina EAST1 (Tabla
11).

38



Sujeto Edad Sexo Estatus Nutricional Bacterias
11 la Femenino | Desnutricién Moderada DAEC
17 1la7m Femenino | Desnutricion Moderada | E. coli (EAST1 + Dispersina), DAEC (EAST1 + Dispersina)
15 3a Masculino Desnutricion Grave DAEC
13 4a Masculino Normal E. coli (EAST1)
6a Masculino Sin datos E. coli (EAST1 + Dispersina)
5 7a Masculino Sin datos E. coli (TolC + Dispersina)
14 7a Femenino Normal E. coli (TolC)
12 8a Femenino Normal C. freundii
7 10a Masculino Normal E. coli (EAST1 + Dispersina)
18 12a Masculino Normal C. freundii
24 12a Femenino Sin datos EAEC (TolC + Dispersina)
19 16a Femenino Normal E. coli (EAST1)
40 40a Femenino Sobrepeso C. freundii
9 51a Masculino Sin datos E. coli (EAST1)
a4 51a Femenino Sin datos E. coli (EAST1)
2 53a Femenino Normal E. coli (EAST1)
1 68a Femenino Normal E. coli (EAST1)

EAST1: Toxina Termoestable de EAEC
Tabla 11. Bacterias identificadas en las muestras de heces de Rio Grande.

Como muestra la tabla 11, tres de los 38 sujetos (7.8%) también se les aisld
Citrobacter freundii. En ninguna de las muestras se identific6 Rotavirus o Norovirus. En
éstos pacientes no se presentaron infecciones mixtas. Por otra parte, los integrantes del
grupo de investigacion de la Dra. Enedina Jiménez del Hospital Infantil de México, quienes
realizaron los analisis coproparasitoscdpicos de las mismas muestras, encontraron que la
mayoria de los habitantes se encuentran parasitados por Ascaris lumbricoides

principalmente (comunicacién personal).

7.2.- Llano de la Parota
7.2.1.- Descripcion de la comunidad

La comunidad indigena de Llano de la Parota se encuentra en el municipio de
Acatepec, Guerrero, en la zona de la montafia. Se localiza en las coordenadas Longitud
98.98° O, Latitud 17.14° N, a una altura aproximada de 1150 m sobre el nivel del mar
(Figura 6). En un censo de Llano de la Parota realizado por la SEDESOL en el 2010, se
reporté que en la comunidad habian 158 habitantes (81 hombres, 77 mujeres), con 38
viviendas y con altos grados de marginacién y rezago social (Tabla 12)®. Su principal
actividad econdmica, al igual que en Rio Grande, es la agricultura de subsistencia (maiz) y
también la mayoria de los hombres acuden a otras comunidades para trabajar como

jornaleros.
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Figura 7. Foto satelital de la comunidad de Llano de la Parota.

Con base en las observaciones durante la visita, Llano de la Parota es mas grande en
superficie que Rio Grande, tiene una poblacién mayor, esta mejor establecida y cuenta con
una mayor infraestructura. A pesar que en esta comunidad tuvimos mucho mas actividades
que realizar y menos tiempo para hacerlas, se observé que algunas casas contaban con
electricidad y con agua entubada, pero no comprobamos que tuvieran drenaje. Ademas

cuentan con una comisaria bien establecida, aunque tampoco cuenta con un centro de salud

cercano.

Llano de la Parota 2010

Poblacion total 158

% Poblacion de 15 afios 0 mas analfabeta 45.07

% Poblacion de 15 afios 0 mas sin primaria completa 72.46

% Viviendas particulares habitadas sin excusado 57.89

% Viviendas particulares habitadas sin energia eléctrica 57.89

% Viviendas particulares habitadas sin agua entubada 57.89

% Ocupantes por cuarto en viviendas particulares habitadas 1.95

% Viviendas particulares habitadas con piso de tierra 81.08

% Viviendas particulares habitadas que no disponen de refrigerador 97.37
indice de marginacion 1.95317
Grado de marginacion Muy alto

Lugar que ocupa en el contexto nacional 5,659

Tabla 12. Indicadores de marginacion durante el afio 2010 de Llano de la Parota®.
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7.2.2.- Descripcion de la poblacion de Llano de la Parota

Durante el mes de abril de 2012 una brigada médica acudié a la comunidad de Llano
de la Parota. Solamente los habitantes que acudieron a la comisaria fueron censados y se
les tomaron datos clinicos. Se reunieron datos de 108 habitantes (aproximadamente el 68%
de la poblacion), los cuales 59 son mujeres (54.6%) y 49 son hombres (44.4%) y se

determind su estatus nutricional segun los parametros de la OMS (Tabla 13).

. <5 afos 5- 18 aiios >18 afos
Estatus Nutricional - - - - - - Total
Masculino | Femenino | Masculino | Femenino | Masculino | Femenino
Desnutricion Grave 1 0 0 0 0 0 1(0.9%)
Desnutricion Moderada 1 0 0 0 0 0 1(0.9%)
Desnutricion Leve 4 4 4 1 0 3 16 (14.8%)
Sin Desnutricion 9 6 16 17 8 19 75 (69.4%)
Sobrepeso 1 0 1 2 3 4 11(10.2%)
Obesidad 0 3 1 0 0 0 4(3.7%)
Total 16 13 22 20 11 26 108

Tabla 13. Estatus nutricional de 108 sujetos de la poblacion de Llano de la Parota, por
edad y género.

Durante las consultas se recabaron historias clinicas de algunos habitantes de la
comunidad y se observd que la mayoria de la poblacion no presentaba cuadros de diarrea.
El médico tratante comentd que la poblacion en general presentaba marcadas caracteristicas
de desnutricion. Durante estas entrevistas s6lo un bebe recién nacido presentaba diarrea

acuosa.

7.2.3.- Estudio de prevalencia de enteropatégenos (bacterianos y virales) en
Llano de la Parota

7.2.3.1.- Caracteristicas del grupo de estudio

Al igual que en Rio grande, debido a la barrera linguistica, la falta de cooperacion de
los habitantes, en particular de los varones y la falta de personal calificado, no todos los
habitantes estuvieron dispuestos a proporcionar muestras de heces. En total 25 de los 108
habitantes (23.1%) proporcionaron muestras de heces. De estos 25 sujetos la distribucion
por edad es la siguiente: 3/29 (10.3%) son nifios menores de 5 afios, 10/42 (23.8%) sujetos
de 5 a 18 aflos y 12/37 (32.4%) adultos mayores de 18 afios. De este grupo de estudio se
obtuvieron los datos clinicos de todos ellos y se determind su estatus nutricional con base

en los parametros de la OMS (Tabla 14).
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. <5 afios 5-18afnos >18 ainos
Estatus Nutricional - - - - - - Total
Masculino | Femenino | Masculino | Femenino | Masculino | Femenino
Desnutricion Leve 0 1 0 1 0 0 2 (8%)
Sin desnutricion 1 1 5 4 1 9 21 (84%)
Sobrepeso 0 0 0 0 1 1 2 (8%)
Total 1 2 5 5 2 10 25 (100%)

Tabla 14. Estatus nutricional de los sujetos que entregaron heces.

7.2.3.2.- Caracteristicas clinicas del grupo de estudio

Como ya se menciond, s6lo un nifio presentd diarrea durante el muestreo; su muestra
de heces era liquida sin moco o sangre. Las demas muestras fueron solidas y ninguna
presentaba sangre macroscopica 0 moco. De manera intencionada las muestras se buscaron
E. coli, Shigella, Salmonella, V. cholerae y virus (Rotavirus y Norovirus).

En todas las muestras se aislaron cepas de E. coli y se picaron 5 colonias de éstas. Las
5 colonias de E. coli aisladas de cada una de las muestras fueron procesadas para
identificacion de patotipos de E. coli y de otros genes de patogenicidad (Toxinas). En 3 de
las 25 muestras (12%) se identificaron patotipos, de los cuales 2/25 (8%) presentaron
DAEC que codifican para afa y 1/25 (4%) EAEC que codifican para dispersina, el regulon
y TolC. Dos de las 25 muestras (8%) también fueron positivas para genes de patogenicidad
(Dispersina, TolCo ambos), pero no pertenecian a ningun patotipo en particular. También
se encontraron en 11/25 (44%) de estas muestras el gen de la toxina EAST1. Cabe destacar
que una de las cepas de DAEC (50%) y la cepa de EAEC también fueron positivas para el
gen gue codifica la toxina EAST1 (Tabla 15).

En el nifio que presento diarrea (sujeto 25, Tabla 15) se aislaron cepas de E. coli que
no pertenecian a ningun patotipo y con ningin marcador de patogenicidad, pero en sus
muestras se aislo una cepa de K. oxytoca. Ademas en 8/25 (32%) de éstas mismas muestras
se aislo C. freundii y en 3/25 (12%) K. oxytoca. Se puede observar que en los pacientes 20
y 22 se presentan infecciones mixtas (Tabla 15). No se encontraron Rotavirus o Norovirus
en ninguna de las muestras. En ésta comunidad también se realizd el andlisis
coproparasitoscopico de las mismas muestras, sin embargo en ésta ocasién no nos fueron

proporcionados los datos.
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Sujeto Edad Sexo Estatus Nutricional Bacterias
25 1m Masculino Normal K. oxytoca
22 2a Femenino [Desnutricion Moderada E. coli (EAST1), C. freundii
21 3a Femenino | Desnutricion Moderada E. coli (EAST1), C. freundii, K. oxytoca
23 5a Masculino |Desnutricién Moderada E. coli (EAST1)
9 6a Femenino Normal DAEC (EAST1), E. coli (Dispersina + EAST1)
24 6a Masculino Normal E. coli (EAST1)
5 7a Masculino Normal C. freundii
7 7a Femenino Normal E. coli (EAST1), C. freundii
10 10a Masculino Normal C. freundii
15 14a Femenino Normal E. coli (EAST1)
6 20a Femenino Normal E. coli (EAST1)
8 20a Masculino Normal C. freundii
20 26a Femenino Normal DAEC, C. freundii
2 38a Femenino Normal C. freundii
13 40a Femenino Normal E. coli (TolC), K. oxytoca
18 40a Femenino Normal EAEC (TolC + Dispersina + EAST1)
12 57a Masculino Sobrepeso C. freundii
1 79a Femenino Normal E. coli (EAST1)

EAST1: Toxina Termoestable de EAEC
Tabla 15. Bacterias identificadas en las muestras de heces de Llano de la Parota.
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8.- DISCUSION

Las poblaciones indigenas son unas de las mas marginadas y desprotegidas en
México. Esto tal vez se deba al dificil acceso a las comunidades indigenas, la
discriminacion racial, la ineficiencia de los programas sociales nacionales. Por estas
razones, estas comunidades han tenido y contintan teniendo poco acceso a los medios de
produccion y a los servicios basicos (luz, drenaje, agua, educacion, salud, etc.), impidiendo
asi su integracion social. Como es de esperarse practicamente no se han realizado estudios
epidemioldgicos que describan el estatus nutricional, asi como de las enfermedades
infecciosas gastrointestinales en comunidades indigenas.

La desnutricién y las enfermedades infecciosas gastrointestinales van de la mano y se
combinan en un circulo vicioso, es decir, un cuadro clinico de diarrea conlleva a la
disminucion de la absorcidon de nutrientes, lo que a su vez provoca desnutricion y ésta
incrementa la susceptibilidad de adquirir otra enfermedad gastrointestinal, iniciando asi el
ciclo nuevamente. Por lo tanto, el desconocimiento de la situacion actual de las
comunidades indigenas es un tema de preocupacion en materia de la salud puablica en
México.

En el presente trabajo, se realizd un estudio descriptivo transversal de dos
comunidades indigenas de la zona de la montafia de Guerrero, en donde se tomaron datos
de talla y peso de los integrantes de las comunidades, y cuando fue posible, se tomaron
muestras de heces para su posterior caracterizacion microbioldgica. Durante el estudio solo
presentd diarrea un bebé de un mes de nacido.

El grado o indice de marginacion (IM) permite caracterizar y diferenciar entidades
federativas, municipios y localidades segun el impacto global de las carencias de la
poblacién. ElI IM considera cuatro aspectos de la marginacion: vivienda, educacion,
ingresos por trabajo y distribucién de la poblacion. Para calcular el IM se utilizan 9
indicadores que describen los 4 aspectos antes mencionados, los cuales son: 1) Porcentaje
de poblacion analfabeta de 15 afios 0 mas, 2) porcentaje de poblacion sin primaria completa
de 15 aflos o mas, 3) porcentaje de la poblacion con viviendas particulares sin agua
entubada, 4) porcentaje de la poblacion con viviendas particulares sin drenaje ni servicio
sanitario exclusivo, 5) porcentaje de la poblacion con viviendas particulares con piso de

tierra, 6) porcentaje de la poblacion con viviendas particulares sin energia eléctrica, 7)
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porcentaje de viviendas particulares con algun nivel de hacinamiento, 8) porcentaje de la
poblacion trabajadora con ingresos de hasta 2 salarios minimos y 9) porcentaje de
poblacién segin el tamafio de la localidad®.

El grado o indice de rezago social (IRS) resume varias carencias en un solo resultado,
el cual asigna diferentes valores o ponderadores para cada indicador. El IRS tiene la virtud
de poder ordenar entidades federativas, municipios y localidades de mayor a menor rezago
social en un momento en el tiempo, pero con la desventaja que no permite la comparacion
de los valores del indice a lo largo del tiempo. Este indice proporciona el resumen de cuatro
carencias sociales de la medicion de pobreza del CONEVAL.: rezago educativo, acceso a
los servicios de salud, acceso a los servicios basicos en la vivienda, asi como la calidad y
los espacios en la vivienda®. Ambos indices clasifican a las poblaciones en 5 categorias:
muy alto, alto, medio, bajo y muy bajo.

Segun datos del INEGI, en el 2010 las dos comunidades presentaban muy altos 1M
asi como altos IRS* ®°. En la tabla 16 (Pag. 46) se muestra la comparacion de los datos de
IM e IRS, de las comunidades del estudio con otras comunidades indigenas de la zona y de
otras zonas del pais. Durante la revision se pudo observar que en general la situacion de las
comunidades indigenas en el sur es similar, con altos y muy altos grados IM e IRS. En
cambio, la situacién es diferente en las comunidades indigenas del norte, donde en su
mayoria tienen IM e IRS bajos y muy bajos®®. Sin embargo, al comparar las comunidades
del estudio con otras comunidades de la misma region, se observo que Rio Grande y Llano
de la Parota tienen IM e IRS méas elevados. Esto se debe posiblemente, a que estas
comunidades se encuentran en zonas de muy dificil acceso, lejos de la cabecera municipal y
de las vias de comunicacion, como carreteras.

Uno de los objetivos del estudio fue establecer el estado nutricional de las dos
poblaciones. Se observd que en Rio grande habia una prevalencia de desnutricion del
13.3% y en Llano de la Parota era del 16.6%. Estos datos son muy similares por lo que no
hay diferencia en la prevalencia de desnutricion.

En Rio Grande se encontrd que 3 de los 4 nifios menores de 5 afios presentaban algin
grado de desnutricién (66.67%), mientras que los otros dos grupos etarios (sujetos de 5 a 18
afios y sujetos mayores de 18 afios) no presentaron individuos con desnutricion. En Llano

de la Parota, la prevalencia de desnutricion en nifios menores de 5 afios fue
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significativamente mayor (del 34.5%) que en los otros dos grupos (11.29% en sujetos de 5

a 18 afos y del 8.11% en sujetos mayores de 18 afios).

Localidad Entidad Etnia Grado de Marginacion| Grado de Rezago Social
Tosanachi Chihuahua Tarahumaras Alto Medio
Cristo Rey Sinaloa Mayos Alto Bajo
Banamichi Sonora Yaquis Muy bajo Muy bajo
Bechijtic Chiapas Mayas Muy alto Alto
Coicoyan de las Flores Oaxaca Mixtecos Muy alto Medio
Caxitepec Guerrero Tlapanecos Alto Medio
Tierra Blanca Guerrero Tlapanecos Muy alto Alto
Plan de Buena Vista Guerrero Tlapanecos Alto Medio
Rio Grande Guerrero Tlapanecos Muy alto Alto
Llano de la Parota Guerrero Tlapanecos Muy alto Alto

Tabla 16. Tabla comparativa de los grados de marginacion y de rezago social entre
diferentes comunidades indigenas del pais. Se muestran sombreadas las dos
comunidades del estudio®.

Con respecto al sobrepeso y obesidad, se observo que el 33% y el 14% de la
poblacion de Rio Grande y Llano de la Parota, respectivamente, presentaban sobrepeso u
obesidad, pero esta diferencia no fue significativa. Tampoco se encontraron diferencias
significativas al realizar el andlisis estadistico entre los 3 grupos etarios de ninguna de las
dos poblaciones.

La mayoria de los estudios de desnutricion en comunidades indigenas se han
realizado en nifios menores de 5 afios, y en todos ellos se describe una alta prevalencia de
desnutricién en comparacién con la poblacién no indigena® ® %492 En 1998, Avila-Curiel
y colaboradores, describieron que la desnutricion afectaba principalmente las regiones del
sur del pafs, donde existe una mayor presencia de comunidades indigenas®. Por otro lado,
Chéavez y colaboradores describieron una polarizacion de la desnutricion en el pais:
mientras que en la zona del norte del pais se encuentran una mayor prevalencia de
desnutricion por sobrepeso, en el sur se encuentra una mayor prevalencia de desnutricion
por bajo peso™. Como lo indican los datos de éste estudio, la polarizacién descrita en la
literatura del estatus nutricional de los habitantes de las comunidades indigenas, coinciden
con la polarizacion de los IM y de IRS de las mismas comunidades®® &

Los datos obtenidos en este estudio revelan que la desnutricién en nifios menores de 5
afios sigue siendo un problema grave en estas comunidades. También, se puede observar

que el grupo de 5 a 18 afios es el que presenta menos problemas de desnutricion y
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sobrepeso, el cual es un dato interesante ya que casi no se han reportado trabajos que
estudien a este grupo etario en comunidades indigenas™.

Con respecto al analisis microbioldgico, ya se habia mencionado que s6lo un nifio de
un mes de nacido habia presentado diarrea durante el muestreo. De la muestra de heces de
este nifio Unicamente se aislé K. oxytoca. Se ha descrito que K. oxytoca es parte de la
microbiota normal del ser humano, sin embargo, se la ha visto relacionada con casos de
colitis hemorragica asociada a antibi6ticos®****. Es por ello que Joainig y colaboradores,
describen a K. oxytoca, no s6lo como parte de la microbiota normal, sino como un
patdbgeno oportunista que es capaz de provocar enfermedad en determinadas
circunstancias®. Tal vez en comunidades en condiciones de extrema pobreza este patdgeno
sea en realidad un agente causal de diarrea, principalmente en nifios menores de 1 afio. Esta
observacién se apoy6 con el hecho de que también se encontraron otras dos cepas de K.
oxytoca en dos sujetos asintomaticos, una nifia de 3 afios y una mujer adulta de 40 afios, lo
cual apoya la descripciéon de Joaining de éstas cepas. Con base en esto, sugerimos que el
agente etiologico causante de los sintomas de diarrea del nifio puede ser K. oxytoca. Por lo
que se sugiere la busqueda intencionada de este microorganismo.

El analisis microbioldgico de las otras muestras de heces revelaron que la prevalencia
de los patotipos de E. coli diarreogénicos (PED) fue muy baja, ya que en ambas
poblaciones solamente se aislaron 7 cepas de PED (4 DAEC y 3 EAEC), de un total de 63
muestras (11.1%). Esta baja prevalencia estaba prevista debido a que ninguno de estos
sujetos presentaba diarrea durante la toma de muestras. Se han aislado cepas de EAEC
tanto de sujetos con cuadros de diarrea, como de sujetos asintomaticos®” . Esto se puede
deber a una mayor susceptibilidad de los individuos a diversos factores (edad, calidad de
vida, medio ambiente, etc.) y a que actualmente es dificil diferenciar cepas patégenas de
EAEC de cepas no patdgenas, debido a la gran heterogeneidad de los genes de virulencia
que presentan. Es por ello que encontrar marcadores moleculares que discriminen ambos
grupos de cepas de EAEC, es uno de los grandes retos que existen hoy dia®. Por otro lado,
aun existe el debate sobre el papel de DAEC vy su asociacion con cuadros de diarrea. Se ha
descrito que las cepas DAEC que son positivas a la sonda daaC (que reconoce una regién
conservada de las adesinas Afa/Dr) se identifican mas frecuentemente en casos de diarrea

que en controles, de ahi que se les haya prestado atencién recientemente'®. DAEC
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aparentemente en México no solo esta relacionada en casos de diarrea®, sino también en
casos de diarrea con sangre (Patzi-Vargas, 2013). Sin embargo, se ha encontrado la
presencia de estas cepas en la misma proporcién tanto en casos como controles™®.

Al comparar los datos de desnutricion con los datos del analisis microbiolégico por
comunidades, se observo gue, en Rio Grande, 50% de los nifios menores de 5 afios tenian
desnutricion y de tres de éstos individuos se aislaron cepas de DAEC, encontrandose una
correlacion significativa entre la presencia de DAEC y desnutricién. Mientras que en Llano
de la Parota las cepas de DAEC solamente se identificaron en 2, en un nifio de 6 afios y en
un adulto de 26 afios, ambos con estatus nutricional normal. Por lo que estos datos sugieren
que DAEC esté circulando en ambas comunidades y se tendrian que disefiar otro tipo de
estudios, para saber si existe una asociacion de DAEC con diarrea en nifios en ésta
comunidad.

Como ya se habia mencionado en el marco tedrico, las cepas de E. coli que presentan
el gen que codifica la toxina termoestable de EAEC (EAST1,) se han asociado con brotes
epidémicos de diarrea, en casos esporadicos de diarrea, asi como en la llamada diarrea del
viajero® **°_ Sin embargo, el papel de las cepas de E. coli astA (gen que codifica para al
toxina EAST1) positivas en diarrea, no esta muy claro, debido a que algunos autores
mencionan que éstas cepas no se encuentran en individuos sanos, mientras que otros
reportan el aislamiento de éstas cepas en sujetos asintomaticos. Por un lado, Yamamoto y
colaboradores mencionan que las cepas de E. coli que tienen el gen de la toxina EAST1 no
se encuentran en individuos sanos*®, pero los datos de este estudio coinciden con otros
estudios en los que demuestran la presencia del gen en cepas de E. coli aisladas de
individuos asintométicos*®*"°,

En el estudio, el patdgeno con mayor prevalencia encontrado fue Citrobacter
freundii. En Rio Grande, solo se identificd C. freundii en tres sujetos (10%), en una menor
de 8 afios, en un menor de 12 afios, ambos con estatus nutricional normal, y en una sefiora
de 40 afios de edad con sobrepeso. Mientras que en Llano de la Parota C. freundii se aislo
en nueve sujetos (36%): de dos nifias, de 2 y 3 afios con desnutricidn, las cuales representan
el 40% de la poblacion de nifios menores de 5 afios. Ademas en esta misma comunidad se
aislo C. freundii detres sujetos con estatus nutricional normal, una nifia y un nifio de 7 afios

y un nifio de 10 afios, los cuales representan el 37% de la poblacion de 5 a 18 afios. Estos

48



datos demuestran significativamente, una mayor prevalencia de C. freundii en Llano de la
Parota que en Rio Grande. Sin embargo, la infeccion por C. freundii no se encontrd
asociada a desnutricion.

Se ha descrito que Citrobacter freundii forma parte de la microbiota normal del ser
humano®®, sin embargo, algunos autores han asociado a C. freundii con brotes esporédicos

de diarreal?2103.104

y en ellos se han aislado cepas que contienen genes de patogenicidad
previamente identificadas en cepas de PED, como la toxina Shiga y la toxina termoestable
(St)!™. Es por ello, que Bai y colaboraores consideran a C. freundii como un agente
etiolégico causante de diarrea, pero con muy baja frecuencia de aparicion'®; esto puede
deberse a que se realiza poco la busqueda de éste patdgeno en casos de diarrea.

Una de las grandes limitaciones de éste estudio es que fue transversal y s6lo se pudo
hacer una visita a cada una de las comunidades, y por ello se desconoce si los sujetos
tuvieron episodios de diarrea recientes o0 posteriores a la visita. Por lo tanto, se sugiere la
realizacion de un estudio de cohorte para identificar de manera sistematica de sujetos con
diarrea y realizar la busqueda intencionada de enteropatégenos tradicionales y de otros
enteropatdégenos menos buscados como, los patotipos diarreogénicos de E. coli, K. oxytoca
y C. freundii.

Finalmente, con respecto a Norovirus y Rotavirus, que fueron también buscados

durante éste estudio, se encontrd que hay cero prevalencia de éstos patoégenos.
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9.- CONCLUSIONES

Como ya se ha mencionada a lo largo del estudio, casi no existen estudios
epidemioldgicos de agentes causales de diarrea y su relacion con el estatus nutricional en
comunidades indigenas en México, ademas que no hay estudios en comunidades indigenas
tlapanecas. El presente trabajo fue un estudio descriptivo transversal de la prevalencia de
enteropatdgenos que causan diarrea y de la prevalencia de desnutricion.

Se encontr0 que en ambas comunidades hay una muy baja prevalencia de
enteropatdgenos gque causan diarrea. Sin embargo, se encontraron 4 datos muy interesantes.
El Gnico caso de diarrea de las comunidades durante el muestreo, se asocié con K. oxytoca.
Por otro lado, se observo que existe una correlacion significativa de cepas de DAEC con
nifilos menores de 5 afios con desnutricion, en la comunidad de Rio Grande., mientras que
en Llano de la Parota no se aislaron cepas de DAEC de nifios menores de 5 afios. Por
ultimo, también se encontr6 que C. freundii tiene una prevalencia significativamente mayor
en Llano de la Parota, que en Rio Grande. Ademas, se encontrd que la infeccion por C.
freundii en nifios menores de 5 afios, solo se presentd en nifios con desnutricion. Los datos
de este estudio sugieren la importancia de realizar estudios epidemiol6gicos, donde se
realice la busqueda intencionada de enteropatdgenos tanto tradicionales, como no
tradicionales en comunidades indigenas (como lo son los PED, K. oxytoca y C. freundii,
entre otras), debido a su posible asociacion con diarrea y desnutricion.

Uno de los datos mas importantes del estudio, es que se encontrd que la prevalencia
de desnutricién en la poblacion menor de 5 afios, en comunidades indigenas, sigue siendo
un problema serio en materia de salud pablica en México. Se encontr6é que la prevalencia
de desnutricién en nifios menores de 5 afios de las comunidades del estudio, es muy
superior a la media nacional, que es del 5%. Por otro lado, un hallazgo interesante del
estudio, es que los individuos de 5 a 18 afios en estas comunidades, son la poblacion con
menos problemas de desnutricién y sobrepeso. En cambio, se observd que la poblacion
mayor de 18 afios tiende a tener problemas de sobrepeso.

Con base en estos resultados, se sugiere la realizacion de estudios diferentes, como
por ejemplo estudios de cohorte, dado que no se conoce la estacionalidad de los

enteropatdgenos en estas comunidades.
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Tomando en cuenta todas las dificultades que se tuvieron durante la realizacion de
este proyecto y en los resultados del mismo, se puede concluir que ain hace falta realizar
mucho trabajo en comunidades marginadas, tanto indigenas como no indigenas. Gracias a
éste proyecto se pudieron identificar las necesidades durante la planeacion de éste tipo de
estudios para realizarlos de manera completa e integral. De esta forma se dejan las bases
para seguir realizando estudios epidemioldgicos en comunidades indigenas de la Region de
la Montafa de Guerrero y poder hacer frente a este gran problema social y de salud en

México.
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10.- PROPUESTAS

La mayor cantidad de incidentes que sucedieron durante la realizacion de este

proyecto, fue en la toma de muestras y en el transporte de las mismas. Por lo tanto se

proponen los siguientes puntos a tomar en cuenta para la realizacion de estudios

epidemioldgicos, en este tipo de comunidades, posteriores:

Como no se conocen la prevalencia, la incidencia y la estacionalidad de los
diferentes agentes etiologicos asociados a diarrea, se recomienda realizar estudios
de cohorte en estas comunidades y en diferentes épocas del afio.

Conjuntar una brigada multidisciplinaria de trabajo que tenga como objetivo
comun el estudio de éstas comunidades, pero con sus objetivos particulares a cada
rama bien definidos.

Capacitacion de todos los miembros de la brigada, para poder brindar buena
atencion a los habitantes de las comunidades y al mismo tiempo realizar
correctamente la recoleccion de muestras y datos clinicos.

Disefiar encuestas completas, faciles y répidas para la recoleccion de los datos
clinicos.

Para la estimacion del estatus nutricional se recomienda también medir los
pardmetros de reservas grasa y magra.

Realizar una buena planeacién de los estudios, incrementando el tiempo de cada
estancia. Esto permitira solventar los problemas que se presenten en las diferentes
comunidades y asi lograr la recoleccion de la mayor cantidad de muestras y datos
clinicos.

Contar con sistemas de refrigeracion y congelacion, para garantizar la estabilidad
de las muestras durante su transporte.
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12.- ANEXOS
12.1.- Preparacion de medios
12.1.1.- Agar Mac Conkey (MCDLAB)

Formula por Litro

Peptona gelatina 1709
Mezcla de peptonas 3049
Lactosa 10.0¢g
Mezcla de sales biliares 15¢g
Cloruro de sodio 5090
Agar 13.5¢
Rojo neutro 0.03g
Cristal violeta 0.001g

En un matraz, suspender 50 gramos de medio en un litro de agua destilada y calentar
en ebullicién agitando continuamente hasta disolver. Hervir durante un minuto. Esterilizar a
121 °C por 20 minutos. Dejar enfriar 45 a 50 °C, vaciar en cajas Petri unos 20 mL por
placa. Dejar solidificar para evitar que se deposite un exceso de humedad en la superficie

del medio.

12.1.2.- Agar XLD (MCDLAB)

Férmula por Litro

Xilosa 35¢g
L-lisina 5090
Lactosa 759
Sacarosa 7549
Cloruro de sodio 5049
Extracto de levadura 3090
*Rojo de fenol 0.08¢
Agar 15.0¢
Desoxicolato de sodio 25¢
Tiosulfato 6.80
Citrato de hierro y amonio 08¢
pH final 7.2+0.2

En un matraz, suspender 55 gramos de medio en un litro de agua destilada y calentar
en ebullicion agitando continuamente hasta disolver. Hervir durante un minuto. Esterilizar a

121 °C por 20 minutos. Dejar enfriar 45 a 50 °C, vaciar en cajas Petri unos 20 mL por
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placa. Dejar solidificar para evitar que se deposite un exceso de humedad en la superficie
del medio.
*Si se prepara por ingredientes se agrega 40 mL de solucion al 0.2% a 960 mL de

medio base.

12.1.3.- Agar Salmonella Shigella (MCDLAB)

Formula por Litro

Extracto de carne de buey 509
Peptona o triptosa 8540
Lactosa 509
Sales biliares 8549
Citrato de sodio 850
Tiosulfato férrico 1009
Citrato férrico 135¢g
Verde brillante (solucién acuosa peso/vol. V/a al 0.1%) 2.5mL
Rojo Neutro (solucion peso/vol. Al 1%) 0.33g
Agar 109

En un matraz, suspender 60 gramos de medio en un litro de agua destilada y calentar
en ebullicién agitando continuamente hasta disolver. Hervir durante un minuto. Esterilizar a
121 °C por 20 minutos. Dejar enfriar 45 a 50 °C, vaciar en cajas Petri unos 20 mL por
placa. Dejar solidificar para evitar que se deposite un exceso de humedad en la superficie

del medio.

12.1.4.- Agar TCBS (MCDLAB)

Férmula por litro

Agar 1409
Azul de bromotimol 0.04¢g
Azul de timol 0.04¢
Bilis de buey 5090
Citrato férrico 1.0¢
Citrato de sodio 10.0g
Cloruro de sodio 10.0g
Desoxicolato de sodio 3.0¢9
Extracto de levadura 5090
Polipeptona 10.0g
Sacarosa 2009
Tiosulfato de sodio 10.0g
pH final 6.8+0.2
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En un matraz, suspender 88 gramos de medio en un litro de agua destilada y calentar
en ebullicién agitando continuamente hasta disolver. Hervir durante un minuto. Esterilizar a
121 °C por 20 minutos. Dejar enfriar 45 a 50 °C, vaciar en cajas Petri unos 20 mL por
placa. Dejar solidificar para evitar que se deposite un exceso de humedad en la superficie

del medio.

12.1.5.- Agar sulfito de bismuto (CONDA)

Férmula por litro

Mezcla de peptona 1009
Extracto de carne 5090
Dextrosa 5.0¢9
Fosfato dipotasico 4.0¢
Sulfato ferroso 8.0g¢g
Indicador de sulfito de bismuto 0.3¢g
Verde brillante (solucién acuosa al 5% p/vol) 5.0 mL
Agar 20.0¢g
pH final 7.5

En un matraz, suspender 88 gramos de medio en un litro de agua destilada y calentar
en ebullicién agitando continuamente hasta disolver. Hervir durante un minuto. Esterilizar a
121 °C por 20 minutos. Dejar enfriar 45 a 50 °C, vaciar en cajas Petri unos 20 mL por
placa. Dejar solidificar para evitar que se deposite un exceso de humedad en la superficie

del medio.

12.1.6.- Citrato de Simmons (Bioxon, BD)

Formula por Litro

Fosfato dihidrogenado de amonio 109
Fosfato dipotésico 109
Cloruro de sodio 509
Citrato de sodio 2049
Sulfato de magnesio 0.2¢g
Agar 1509
Azul de bromotimol 0.08¢g
pH final 6.9+0.2

En un matraz, suspender 24.2 gramos de medio en un litro de agua destilada y

calentar en ebullicion agitando continuamente hasta disolver y ajustar el pH. Hervir durante
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un minuto. Distribuir en tubos de 13 X 100 un volumen de 4 mL. Esterilizar a 121 °C por

20 minutos. Medir el pH después de esterilizar, los tubos se enfrian en posicion inclinada

de modo que el medio de cultivo en el fondo alcance una profundidad de 1.0 a 1.5 cm.

12.1.7.- Medio MIO (Bioxon, BD)

Formula por Litro

Extracto de levadura
Peptona de gelatina
Peptona de caseina
OL-ornitina

Glucosa

Agar

Pdrpura de bromocresol
pH final

3049
1009
10.0¢g
509
10¢g
209
0.02g
6.5

En un matraz, suspender 31 gramos de medio en un litro de agua destilada y calentar

en ebullicion agitando continuamente hasta disolver y ajustar el pH. Hervir durante un

minuto. Distribuir en tubos de 13 X 100 un volumen de 4 mL. Esterilizar a 121 °C por 20

minutos. Medir el pH después de esterilizar, dejarlos en reposo en posicién vertical y

ajustar las tapas.

12.1.8.- Caldo tetrationato (DIFCO)

Formula por Litro

Mezcla de peptonas
Sales biliares
Carbonato de calcio
Tiosulfato de sodio
pH final

509
109
10.0¢g
30.0g
8.0

Mezclar bien y calentar a ebullicion. Suspender y dejar enfriar, envasar en tubos de

16 X 150 con tapon de rosca un volumen de 10 mL cada uno. No esterilizar en autoclave.

Momentos antes de usarlo agregar 0.2 mL (de 3 a 4 gotas) de la siguiente solucidn de yodo

yodurada a cada tubo.

Yodo en cristales
Yoduro de potasio
Agua destilada

6.09g
509
20.0 mL
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12.1.9.- Agua peptonada alcalina

Formula por Litro

Peptona de caseina (MCDLAB) 10.0¢g
Cloruro de sodio 10.0¢g
pH final 9.0£0.2

Pesar la cantidad con exactitud. Tal como se indica en el prospecto, rehidratar con
agua destilada, calentar suavemente hasta la disolucion, ajustar al pH indicado y distribuir
en tubos de 16 x 150 con tapon de rosca un volumen de 10 mL. Esterilizar a 15 Ib por 20

min. Tomar lectura de pH después de esterilizar. Enfriar y ajustar las tapas de roscas.
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