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RESUMEN

Las enfermedades causadas por e consumo de
alimentos contaminados han surgido como una causa
importante de morbimortalidad a nivel mundial. Los
patégenos bacterianos que clasicamente estan
implicados en las ETA son Salmonella, Shigella,
Vibrio cholerae, Clostridium botulinum, Escherichia
coli 0157, Listeria monocytogenes y Campylobacter.
En Ameérica Latina las ETA representan alrededor del
70 % de los casos de enfermedad diarreica aguda,
seglin estimaciones de la Organizacion Mundial de la
Salud En Bolivia, € SNIS reporta en la semana
epidemiol6gica N° 20 a 31 de Mayo de 2007, 12.849
episodios de EDAS, 23% corresponden a Santa Cruz
(Dpto. de mayor notificacion), las atenciones por
EDA tienen un acumulado nacional de 544 224
atenciones (5773 x 103 hab.) principalmente en
menores de 5 afios.

Las ETA, a menudo ocurren como “brotes” y las
herramientas para realizar estos andlisis requieren una
metodologia de biologia molecular que se denomina
Subtipificacion molecular y es la base de la
“epidemiologia molecular”. La electroforesis en
campo pulsado (PFGE), ha sido aplicada con muy
buenos resultados para la Subtipificacién de muchas
bacterias patdgenas. Existen dos redes mundiales de
vigilancia de patégenos de transmisién alimentaria
WHO Globa Salmonella Surveillance WHO GSS y
la Red de Subtipificacion Molecular de Pat6genos
Transmitidos por Alimentos PulseNet, de las cuaes
Bolivia participa activamente, permitiendo a pais
incursionar en los nuevos adelantos tecnolégicos y
sus beneficios.

Los resultados de América Latina han permitido
identificar brotes de ETA desde e afio 2004,
pudiendo utilizar la electroforesis en campo pulsado

PFGE como un método altamente discriminatorio,
sensible y universal que contribuye a la deteccion de
brotes de manifestacion dispersa, detectar la fuente de
origen y la via de transmision del brote, asi como la
circulacion de cepas nuevas. Permite anticipar la
aparicién de brotes y esta informacion contribuye ala
toma de decisiones. Finamente permite generar
acciones que mejoren el control e inocuidad de los
alimentos, lo que favorece la Saud Publica, €
comercio y el turismo.

Palabras Clave: Epidemiologia molecular, PFGE,
brotes, ETA, WHO GSS'y PulseNet

ABSTRACT

Illnesses caused by contaminated food consuming
have been marked as an important cause of mortality
at a world wide level. The pathogenic organisms
implicated in this illnesses are Salmonella, Shigella,
Vibrio cholerae, Clostridium botulinum, Escherichia
coli 0157, Listeria  monocytogenes  and
Campylobacter.

In Latin America, these illnesses represent
approximately  70% of the cases belonging to
diarrhea, according to data provided by WHO. In
Bolivia, the SNIS reports that in the epidemiological
week number 20, starting on May,31st 2007, 12.849
cases were detected, and 23% belong to Santa Cruz
Department (the one with the most notification), and
the medical attentions have a national accumulated
number is 544244 (with an average of 5773 per
laboratory), principaly in people younger than 5
years old.

These illnesses often occur in the form of soft, casua
appearances, and the tools to carry out the anaysis
require molecular biology based techniques that are
named “Molecular subtypification”, which is the key
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to “molecular epidemiology”. The pulsed-field
electroforesis has been applied with very good results
for the subtypification of many pathogenic bacteries.
There are two world wide networks that surveil
illnesses of food transmission: The WHO and the
GSS (Global Salmonella Surveillance). Along with
this, there exist the Molecular Subtipification of
pathogenic organisms network, of PulseNet. Bolivia
is an active participant, and this allows the country to
get into new technological advances and their
benefits.

The results for Latin America have alowed this
laboratorios to identify new appearances since 2004,
being able to use the oulsed - field electroforesis as a
highly discriminatory method, sensible and universal,
that contributes to the detection of appearances of this
illnesses of disperse manifestation, and thus,
detecting the possible source of the illness. This
information contributes to decision-making policies,
action-generation processes, that will better the food
control, which favors Public Health procedures and
tourism.

Key Words: molecular epidemiology, illnesses
appearances, WHO, GSS, PULSENET.

INTRODUCCION

Como consecuencia de los cambios en el sistema de
vida y en los habitos alimentarios, las enfermedades
causadas por e consumo de alimentos contaminados,
han surgido como una causa importante de
morbimortalidad a nivel mundial. Han sido descritos
arededor de 250 agentes causantes de enfermedades
transmitidas por aimentos (ETA), entre los que se
incluyen bacterias, virus, hongos, parésitos, priones,
toxinas y metales"?>,

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un
problema cada vez mas importante a nivel
internacional y en cada uno de los paises, debido
entre otras cosas, a intercambio comercial y a los
intensos movimientos de las personas. Los patégenos
bacterianos que clasicamente estén implicados en las
ETA son Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae,
Clostridium botulinumy los “nuevos” o emergentes,
como Escherichia coli 0157, Listeria monocytogenes
y Campylobacter”.

En América Latina las infecciones transmitidas por
alimentos representan alrededor del 70 % de |os casos
de enfermedad diarreica aguda, seglin estimaciones
de la Organizacion Mundia de la Salud. Segun datos
reportados al SIRVETA, durante los Ultimos 9 afios
han habido 6332 reportes de brotes de ETA,
provenientes de 22 paises de la regién, 6% del area
andina, 63% del Caribe (aportando un pais mas de
58,71% del total de reportes), 4% de Centro América,
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10% de Norte Américay 17% del Cono Sur. Se han
afectado en estos brotes, 230.141 personas y han
falecido 317. La frecuencia mas observada de
enfermos es de 2 personas por brote, lo cual es
coherente con el hallazgo de que el 32% de los brotes
totales ocurrieron en el hogar. El 26% de los brotes
no tuvieron diagndstico de laboratorio paraidentificar
|os agentes etiol égicos. De los brotes con informacion
de laboratorio (4686) el 45% fue por bacterias, el
21% por virus'y 20% por toxinas marinas. El restante
14%, se distribuye entre pardsitos, contaminantes
quimicos y toxinas de productos vegetales. Los tres
aimentos que se asociaron con mayor frecuencia a
los brotes reportados son: el agua con un 23% de los
casos, los pescados con €l 18% Yy las carnes rojas con
12%".

Las enfermedades diarreicas agudas (EDAS) en paises
en vias de desarrollo, tienen una tasa de morbilidad
en nifios menores de 5 afios de 39 %, con 5 millones
de muertes por afio.

En Boliviaa e SNIS reporta en la semana
epidemiolégica N° 20 a 31 de Mayo de 2007, 12.849
episodios de EDAS, 23% corresponden a Santa Cruz
(departamento de mayor natificacion), en el 2005 las
atenciones por EDA tienen un acumulado nacional
de 544 224 aenciones (5773 x 103 hab.)
principal mente en menores de 5 afios”.

El patégeno de transmisién alimentaria més estudiado
anivel clinico y alimentario, es Salmonella. Entre €
afio 2001 al 2007 se ha reportado un total de 221
casos de Salmonella aisladas a partir de muestras
clinicas y muestras de alimentos. Las serovariedades
prevalentes en el periodo 2005 a 2007 fueron:
Salmonella spp (33,3 %), Salmonella Enteritidis
(13,04 %), S. Typhi (5,79 %) y en menor proporcion
S Oranienburg, S. Montevideo y S. Saintpaul (2, 89
%), S. Agona, S Typhimurium, S. Newport (4,34 %),
S. Panama, S. Bredney, S. Edinburg, S. Goeteborg, S.
Ebera, S. Muenster, S. Anatum, S. Paratyphi B, S.
Infantis, S. Jamaica (1,45%)°.

En el &rea veterinaria se realizaron aislamientos de
Salmonella a partir de gallinas, las serovariedades
prevalentes fueron: Salmonella Gallinarum (69,4 %)
y Salmonella Enteritidis (20,6%)° .

Todos los aidlamientos redizados a partir de
alimentos demostraron un perfil de sensibilidad a
Cloranfenicol,  Ampicilina,  Ciprofloxacina vy
Cotrimoxazol y no se identificaron cepas resistentes.
Excepto 4 cepas. 1 cepa de S. Agona resistente a
ampicilina y 2 cepas resistentes a Trimetoprim-
sulfametoxasol y 1 cepa de S Enteritidis resistente a
Acido Nalidixico, €l resto de las cepas aisladas de
humanos fueron sensibles a  Ampiciling,
Cloranfenicol, Ciprofloxacina, Gentamicina, Acido
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Nalidixico, Trimetoprim- sulfametoxazol. Ninguno
de los aislamientos fue relacionado con brotes’.

Las infecciones a menudo ocurren como “brotes”, sin
embargo las nuevas tendencias en América es la
deteccién clinica de casos aislados y no siempre
confirmados por € laboratorio y comunmente
designados como *“esporadicos”. S dichos casos
pudieran relacionarse entre si, se lograria un mejor
control y prevencién de las ETA.

El alerta clinico-epidemiolégico y de laboratorio debe
ser sistematico a fin de detectar aislamientos
relacionados que, indiquen sospecha de brote y por
ende €l inicio de su investigacion para encontrar la
fuente de contaminacion y tomar las acciones de
control.

Un elemento clave para el reconocimiento y control
de brotes es la capacidad de andlisis de |os pat6genos
aisados de humanos y su identificacién en las
probables fuentes de contaminacion, hasta llegar, en
lo posible a su reservorio y las vias de transmision.
Las herramientas para redizar estos andlisis
trascienden el diagnostico clasico del laboratorio ya
gue requieren metodologias de hiologia molecular
gue permitan establecer las relaciones del DNA entre
las bacterias aidladas y determinar el grado de
identidad genética entre ellas para identificar el
agente infeccioso causal de la patologiay la fuente de
infeccion. Esta metodologia se denomina
genéricamente Subtipificacién molecular y es la base
de una de las nuevas disciplinas: la “epidemiologia
molecular™.

El Centro para el Control de las Enfermedades (CDC)
de USA, ha desarrollado una Red Nacional de Sub-
tipificacion Molecular para la vigilancia de las ETA,
gque se denomina PulseNet. PulseNet se basa en la
utilizacion de un proceso denominado electroforesis
en campo pulsado (PFGE) que facilita la migracién
de fragmentos de DNA a través del gel de agarosa
como consecuencia de un cambio constante del
campo eléctrico durante la electroforesis®.

El PFGE ha sido aplicado con muy buenos resultados
para la Subtipificacion de muchas bacterias
patégenas. La Subtipificacion molecular realizada
utilizando PFGE, tiene un protocolo basico que
consiste en la lisis de las células bacterianas, la
liberacion del DNA cromosomal, el corte de DNA
gendmico con una enzima de restriccion apropiada, la
electroforesis de esos fragmentos de DNA, seguidos
de su tincion y visualizacion y € andlisis posterior
para establecer las relaciones genéticas entre los
aislamientos. Los perfiles de los fragmentos de DNA
generados por PFGE son altamente discriminatorios
(comparados con otros métodos basados en la
Reacciéon en Cadena de la Polimerasa-PCR) estables
y reproducibles, es por esto que se considera al PFGE

e método de eleccion para la epidemiologia
molecular de bacterias patégenas. Esta metodologia
convenientemente estandarizada y con adecuados
controles de calidad, tiene la gran ventagja de poder
ser redlizada en diferentes laboratorios al mismo
tiempo, las fotografias de los fragmentos de DNA
obtenidos pueden ser analizados en e o los
laboratorios que 1o generan 'y  enviados
electrénicamente a una base de datos habilitada para
comparar los perfiles de las cepas aidadas en
diferentes paises y regiones en tiempo rea. Esta
secuencia de eventos organizados en una red
regional-internacional, con participacion de los
sectores de salud humana, animal y de alimentos,
posibilita la deteccion temprana del brote, en
particular en brotes dispersos, y la respuesta rapida y
oportuna a las infecciones por patdgenos bacterianos
transmitidos por alimentos’.

La utilizacion de esta herrami enta epidemiol 6gica con
técnicas moleculares ha permitido en los Ultimos
afos, establecer una Vigilancia Epidemioldgica
Molecular que ha demostrado mejorar larapidez en la
deteccion de brotes y por tanto, meorar la
intervencién oportuna de medidas de control y
prevencion.

Bolivia participa activamente de dos redes mundiales
de \vigilancia de patégenos de transmisién
adimentaria. La Red PulseNet establecida Europa,
Estados Unidos, Oriente Medio, Asia, Canadd,
Ameérica Latina y €l Caribe (en América Latina con
13 paises participantes 14 Laboratorios de referencia
nacional), ha permitido obtener informacién en
tiempo real de los diferentes brotes de ETA’ y la
WHO GSS Red de Vigilancia de Salmonella.

Bolivia, gracias a su participacion activa desde el
2004 en PulseNet América Latina ha podido capacitar
a recursos humanos en el pais para conocer los
nuevos adelantos tecnoldgicos y sus beneficios. En
ese contexto, Bolivia a través del Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Instituto Nacional de
Laboratorios de Salud INLASA, elaboré la propuesta
Iniciadl de  Subtipificacion ~ Molecular  por
Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE) para la
Vigilancia de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos en Bolivia, cuyo objetivo es el de obtener
la primera base genética de datos de Salmonella
aisladas a partir de muestras clinicas, alimentos y de
origen veterinario en los diferentes departamentos del
pais.

La vigilancia de enfermedades transmitidas por
alimentos, a cargo de la Unidad de Epidemiologia
del Ministerio de Salud, investiga la presencia de
brotes de ETA en € pais, y debera articular la
informacion generada en los laboratorios tanto del
area clinica como de alimentos, para redizar una



vigilancia integrada que permita mejorar €l sistema
de control.

Investigacion de brotes de
transmitidas por alimentos

En e proceso de investigacion del brote, las
herramientas con técnicas moleculares permiten |,
subtipificar para detectar, investigar y controlar brotes
de ETA, con lafinalidad de; identificar a patégeno,
determinar el origen/fuente, demostrar que el
patégeno proviene de la fuente, describir la
transmisién, relacionar casos  “aparentemente”
esporadicos a brotes y por tanto, dar informacién
segura y a tiempo para desarrollar estrategias de
intervencion, reducir y controlar la presencia y
diseminacion del patégeno.

enfermedades
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Un g emplo de la utilidad de las técnicas moleculares

en la investigacion epidemiolégica, se puede
evidenciar en diversos brotes de ETA que por
asociacion estadistica llegan a ser significantes
cuando se utilizan estas técnicas. Como es el caso del
brote por consumo de hamburguesas el afio 2000 en
U.SA, en €l cua la probabilidad de la ocurrencia del
evento fue sdignificante solo utilizando la
electroforesis en campo pulsado (PFGE) y no asi,
mediante la investigacion por métodos tradicionales
en la cua la probabilidad no es significante,
haciendo que se descarte el evento como un brote de
ETA (Grafico 1).

Graéfico 1. Asociacion Estadistica con € consumo de Hambur guesa; 2000
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Fuente. Peter Gerner-Smidt. CDC. Atlanta

Por tanto, la epidemiologia molecular ha tenido un
importante impacto en la Salud Pudblica relacionada a
la investigacion de brotes de ETA, ya que ha
permitido  reducir practicamente a la mitad del
tiempo la conclusién en las investigaciones. Por
gjemplo, un brote producido €l afio 1993 por E. coli
en U.S.A. fue detectado por métodos convencionales
en 39 dias, con un elevado costo parala Salud Publica
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de 726 casos y 4 muertes, a diferencia del afio 2002
gue se produjo un brote por E. coli 1057 en Colorado,
U.S.A. d cual, utilizando técnicas moleculares como
PFGE es detectado en 18 dias, permitiendo a las
autoridades en salud, hacer las intervenciones
oportunas y evitar mayor cantidad de afectados
(Gréfico 2).
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Gréfico 2. Impacto en la Salud Publica

1993 Western States E. coli O157 Outbreak
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Importancia de la Redes Internacionales de
investigacion de brotesde ETA

Red de Vigilancia para Salmonella WHO GSS

Desde € afio 2000, WHO GSS (Red de Vigilancia de
Samonella) extendida practicamente en todos los
contimentes, con su Centro regional para
Latinoamérica en Argentina (Instituto de Referencia
Nacional INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”), ha
fortalecido las capacidades en la Regidn, a nivel de
laboratorio mejorando €  asilamiento y la
caracterizacion de Salmonella y Campylobacter, mas
recientemente Shigella y E. coli O157. En €l &rea
epidemiolégica se ha fortalecido con herramientas
para la vigilancia e investigacion en ETA (estudio de
brotes, carga de enfermedad) y en la vigilancia
integrada de las ETA. Se ha estimulado la interaccidn
entre las areas de laboratorio (clinica, aimentos y
epidemiolégica).

Red de  Subtipificacion M olecular de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos Pulse
Net

Desde el afio 2004, la Red de Subtipificacion
Molecular de ETAs (PulseNet) ha fortalecido las
capacidades en la regién aportando con la
Subtipificacion de patégenos de transmision
alimentaria, una nueva herramienta para aumentar la
especificidad y oportunidad en la vigilancia y el
estudio de brotes de ETA como es € PFGE. En la
vigilancia integrada de las ETA, se han incorporado
datos de epidemiologia molecular.

Logrosen América Latina

Los resultados en América Latina, gracias a WHO
GSS y PulseNet, han permitido identificar brotes de
ETA desde el afio 2004, pudiendo asociar los agentes
etioldgicos con mayor precision con la utilizacion de
la electroforesis en campo pulsado PFGE.

PulseNet América Latina ha permitido obtener
resultados de la Vigilancia 'y brotes de ETA entre el
2004 y 2006 identificando 134 brotes producidos por
Salmonella Typhi, S. Typhimurium, S Enteritidis y
otras, de los cuales 64 (48%) fueron confirmados
mediante PFGE y 39 brotes producidos por Shigella
flexneri, S. sonnei y S boydii de los cuales 11(28%)
se identificaron con PFGE. Entre los afios 2006 y
2007 se realizaron 745 aislamientos de Salmonella de
diferentes etiologias, 619 aislamientos de Escherichia
coli tanto O157 como no-0157 y213 aislamientos de
otros patégenos transmitidos por aimentos como
Campylobacter y otros’.

M etas delas RedesWHO GSSy PulseNet

El objetivo es lograr que todos los paises puedan
prevenir y controlar estas enfermedades. Ademas,
promueve la vigilancia integral basada en laboratorio
y la coordinacion intersectorial de las areas humana,
veterinaria y de alimentos, fortaleciendo la capacidad
de los paises de detectar, dar respuesta y prevenir las
ETA y otras enfermedades entéricas infecciosas.

Para la Red PulseNet, la meta es reducir las
Enfermedades de  Transmisién  Alimentaria



promoviendo la utilizacion de Técnicas Moleculares
para el diagnéstico y tipificacién de patégenos afin
de fortalecer la vigilanciay el sistema de respuesta
en tiempo real.

Para Bolivia, las metas son:

Fortalecer e sistema de Vigilancia
Epidemiol 6gica de Enfermedades transmitidas
por alimentos (VETA) integrado, unificando €l
area clinica, microbiologia de alimentos,
veterinaria, Organismos Oficiales de Control y
Vigilancia, Servicios de epidemiologia y
estadistica, para obtener, recolectar y analizar
la informacién necesaria y actualizada de las
notificaciones de ETAS,

Incursionar en la electroforesis en campo
pulsado.

Continuar participando activamente de ambas
redes bgo un programa integrado con
Servicios de Epidemiologia y estadistica que
recolecten datos relevantes y factores
asociados.

Integrarnos en proyectos regionales para
América Latina acorde a las politicas vy
necesidades detectadas en el pais.

Obtener nuestra primera base de datos
genética de Salmonella circulantes en el pais,
en e afio 2009, en colaboracion con el
Ingtituto Nacional Carlos G. Malbran de la
Argentina como Laboratorio Coordinador
Regional para América Latina.

Potencialidades

discriminatorio,
contribuye a
manifestacion dispersa, poco evidentes y permite
trabajar con una técnica estandariza para detectar
la fuente de origen y la via de transmision del
brote, asi como la circulacion de cepas nuevas.
PFGE es una técnica usada por cas todos los
laboratorios de de la red Pulse Net internacional y
establece la ventgja de conectar a los paises
participantes porque:

PFGE es un método  altamente
sensible 'y universal que
la deteccion de brotes de

Permite comparar las cepas circulantes en los
distintos paises y entre los estados de un
mismo pais.

Permite mapeo de cepas por grandes regiones.
Permite anticipar la aparicién de brotes.
Aumenta la posibilidad de trazar e identificar
los factores de riesgo.

La informacion contribuye a generar acciones
que mejoren el control e inocuidad de los
alimentos, lo que favorece la Salud Publica, €l
comercio y el turismo.
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Permite fortalecer la interaccion entre las &reas
de epidemiologia y laboratorios intra e
interpaises.

Contribuye al desarrollo tecnol dgico.
Promueve la investigaciény ladifusion.

La informacion puede ser transmitida por
Internet con lo cual se agiliza la comunicacion
entre laboratorios y entre la aparicién de un
brote.

La red PulseNet permitira desarrollar
evidencia del impacto en salud publicay en
bienestar social derivado de laimplementacion
de técnicas moleculares como apoyo del
sistema de vigilancia epidemioldgica de las
ETA”

Actualmente, los paises participantes
reconocen que existe informacion preliminar
para € inicio de estudio de carga de
enfermedad en ETA.

Solicitan a programa GSS apoyo en el
desarrollo e implementacién de protocolos.
Proponen e desarrollo de la vigilancia
integrada en enfermedades transmitidas por los
aimentos’.
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