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RESUMEN

Escherichia coli coloniza el intestino del humano pocas horas luego de su
nacimiento, considerandose por ello como flora normal.

La intencion del presente trabajo, es dar a conocer la importancia del analisis de
Escherichia coli como bacteria predominante de la microflora normal asi como
demostrar principalmente que los ensayos moleculares por PCR constituyen una
opcion eficaz y segura en el establecimiento de diagndsticos rapidos comparandolos
con los métodos convencionales pues por anos los estudios de la composicion
genética de poblaciones bacterianas han estado obligados a depender de métodos
basados en cultivos; por lo anterior los investigadores han explorado el uso de
métodos moleculares para evitar las técnicas cultivo-dependientes, una de estas
técnicas es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) .

Las manipulaciones enzima-dependientes de acidos nucleicos, tales como PCR, se
obstaculizan por la presencia en el ADN extraido de sustancias naturales inhibitorias
qgue no se pueden quitar por las técnicas estandares de la purificacién de el ADN; y
debido a que las heces son muestras clinicas muy complejas para la técnica de
PCR directa, por la presencia de inhibidores inherentes que pueden ser coextraidos
con el ADN bacteriano. Un tratamiento adecuado depende de la eficiencia y rapidez
de la deteccidn del agente causal.

No obstante, PCR se ha empleado para detectar Escherichia coli.

En este trabajo se compara la eficiencia para identificar a Escherichia coli mediante
amplificacion por PCR , utilizando el ADN extraido directamente de las muestras
mediante un método que incluye xantogenato de potasio en el regulador de lisis ; en
este estudio se amplificé una region del gen 16S de RNAr de Escherichia coli
directamente del ADN extraido de heces de 53 pacientes con diferentes diagnésticos
médicos, asi como de los aislados bacterianos obtenidos de dichas muestras vy al
amplificar con oligonucleétidos especificos para (gen 16S de ARN), se encontrd una
banda unica de amplificacion de aprox. 630 pb, obteniendo con satisfaccion un

fragmento de tamafio esperado.
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El diagnéstico molecular basado en PCR fue comparado con el obtenido a partir de
los aislados clinicos. La diagnosis bacteriolégica en las muestras problema era
concordante pues amplificaron con oligonucleotidos especificos para Escherichia coli
en 46 casos ( 87%), mas 7 muestras que presentaron posible degradacién de ADN
(13 %), por otra parte los aislados clinicos presentaron una amplificacién de 48
muestras (91%) con pérdida de 5 muestras (91%) probablemente por un mal aislado.
Es importante mencionar que aquellas muestras de cultivo que no amplificaron con
iniciadores especificos para Escherichia coli, si lo hicieron en la modalidad de heces,
estos resultados indican que se puede identificar E. coli directamente de heces sin
tener que aislar las bacterias presentes en dichas muestras, optimizando esto la
identificacion y confirmando que la técnica de PCR es mucho mas sensible y
especifica. Posteriormente las muestras tratadas con iniciadores especificos para E.
coli fueron sometidas a una tipificacion molecular empleando iniciadores especificos
para EPEC, EIEC, ETEC, ninguna de las muestras amplific6 y por lo tanto
concluimos E. coli solo estaba presente como flora normal.

Mediante el presente trabajo se divulga el uso potencial de la técnica de PCR como
herramienta de diagndstico clinico y delineamos las ventajas asociadas al uso clinico
de este método. Los resultados presentados aqui se pueden utilizar como base para
el desarrollo de metodologias moleculares para la identificacion directa de

patogenos bacterianos.

UMSNH 9 QFB




Aislamiento de ADN y tipificacion de Escherichia coli por PCR en aislados bacterianos y
heces

l.-INTRODUCCION

.1 MICROFLORA NORMAL BACTERIANA

La microflora intestinal enddégena humana es un 6rgano esencial del ser humano en
el desarrollo epitelial y en la regulacion de la inmunidad natural (Eckburg, 2005).
Las bacterias comienzan a colonizar la piel y la mucosa del nifio recién nacido tan
pronto como sale del utero estéril. La microflora pronto se establece y es dificil
estudiar la influencia de una sola especie bacteriana en el desarrollo del sistema
inmune en seres humanos (Evertssonzy, 2005).

En la parte distal del Intestino delgado (ileon), la micro biota comienza a poseer
caracteristicas similares a las del colon. En el ileon el pH se hace mas alcalino.
Como consecuencia, en esta zona se desarrollan bacterias Gram negativas
anaerobias y miembros de la familia Enterobacteriaceae. El intestino grueso (colon),
tiene la mayor comunidad microbiana del organismo. Recuentos microscopicos en
las heces se aproximan a 10'? organismos por gramo de peso himedo. Se han
aislado mas de 300 especies diferentes en las heces humanas. El colon puede
considerarse como un gran vaso de fermentacion y la micro biota consiste
principalmente en bacterias Gram negativas esporulantes y no esporulantes. La
gran mayoria de los microorganismos en esta region no solo son anaerobios, sino
que existen en gran numero muchas especies diferentes. Varios estudios han
revelado que la proporcion de las bacterias anaerobias con respecto a las
anaerobias facultativas es de aprox. 300 a 1 (Prescott ,1999) .

Se ha postulado que mas de 500 especies de bacterias estan presentes en el
intestino y casi 99% de ellas son anaerobios obligados

(Katouli, 2000).

Una funcién importante de la barrera mucosa intestinal esta en evitar que las
bacterias que colonizan el intestino invadan o6rganos y tejidos finos. El
desplazamiento de bacterias entéricas depende de un desequilibrio en la microflora
con el crecimiento excesivo bacteriano subsiguiente, la inmunidad deteriorada del
hospedero, o interrupcién fisica de la barrera mucosa del intestino (Katouli,2000).

Se ha puesto gran interés en el desplazamiento bacteriano como un mecanismo
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posible detras de infecciones después de lesiones severas y/o disfuncion multiple

del 6érgano.

1.2 Coliformes

Los coliformes son los miembros de la flora normal del intestino que se desplazan
mas frecuentemente a la linfa mesentérica. La composicion de la flora del intestino
parece ser un factor subestimado en la fisiopatologia del desplazamiento bacteriano
(Nettelbladt, 2002).

Entre las diversas especies de bacterias en el intestino, los coliformes se desplazan
mas frecuentemente. El crecimiento excesivo bacteriano ha sido el factor dominante
en discusiones y estudios referentes al papel de la flora de del intestino en el
desplazamiento bacteriano.

Sin embargo se ha prestado poca atencion al papel de la composicion de la flora del
intestino (Nettelbladt, 2002).

La denominacién genérica de coliformes designa a un grupo de especies
bacterianas que tienen ciertas caracteristicas bioquimicas en comun e importancia

relevante como indicadores de contaminacion del agua y los alimentos.

TABLA I. Clasificacion de coliformes

REINO Bacteria
PHYLUM | Proteobacteria
CLASE Gamma Proteobacteria

ORDEN Enterobacteriales
FAMILIA Enterobacteriaceae

Boop, 1999

Del grupo «coliformes» forman parte varios géneros: Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter. Se encuentran en el intestino del hombre y de los animales,
pero también otros ambientes: suelo, plantas, cascara de huevo, etc. Aunque su

especificidad como indicadores no son buenos, se suelen usar como indice de
UMSNH 11 QKB
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contaminacion fecal por: su frecuencia en heces, su facil deteccion en el laboratorio,
sus caracteristicas semejantes, en algun aspecto, a las de algunos miembros

patdgenos de la familia Enterobacteriaceae.

1.2.1 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

El grupo coliforme agrupa a todas las bacterias entéricas que se caracterizan por
tener las siguientes propiedades bioquimicas: ser aerobias o anaerobias facultativas;
ser Gram negativas; no ser esporogenas; fermentar la lactosa a 35°C en 48 h ,
capacidad para crecer en presencia de sales biliares, facultad para producir indol en
agua de peptona.

Las Enterobacterias lactosa-positivas o grupo coli-aerogenes, pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y se caracterizan por su capacidad para fermentar la lactosa con
produccion de acido y gas en un periodo de aproximadamente 48 horas y con una

temperatura de incubacién comprendida entre 30-37°C.

1.2.2 FACTORES DE VIRULENCIA

Las bacterias de una misma especie pueden, segun la cepa de que se trate, ser un
componente de la flora intestinal normal, o por el contrario producir distintas
patologias. Esto se debe a la existencia de diversos factores de virulencia, que
puede expresarse, 0 no, segun cada caso. Por otra parte, bacterias de diferente
especie, a veces dan lugar a sindromes similares, debido a que los factores de
virulencia estan codificados genéticamente en los cromosomas, los fagos o en los
plasmidos y pueden ser transmitidos entre bacterias, tanto de la misma como de

diferente especie.

Entre los principales factores de virulencia encontramos:

- Sindrome enterotoxigénico

- Pili o fimbria (antigenos F4 y F5, antes denominados K88 y K99 respectivamente)
-Produccion de enterotoxinas: ST, LT.

-Sindrome enterotoxémico:

- Endotoxina (LPS).
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-"EDP" (principio de la enfermedad del edame)

- Sindrome colisepticémico:

- CLT (toxina letal).

- Plasmido Col. V: El mecanismo por el cual confiere mayor virulencia no esta bien

esclarecido.

1.3 Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia, con un tamafio de 1.1 a 1.5 micrémetros de ancho y de 2.0 a 6.0
micrometros de largo (Prescott 1999). Escherichia coli (E. coli) forma parte de la flora
normal del intestino del hombre y los animales de sangre caliente, constituyendo una
de las especies bacterianas mas abundantes en esta localizacion

(Tannock, 1995). Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero
hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafo produciendo diferentes cuadros
crénicos entre ellos una diarrea (Gonzalez-Angeles 2002).

Este microorganismo es un habitante normal de nuestra flora intestinal, tiene una
gran versatilidad metabdlica, ya que puede utilizar muchos sustratos diferentes para
crecer y adapta facilmente su metabolismo a diferentes condiciones nutricionales y

de aireacion (Pettinari, 2000).

1.3.1 MORBIMORTALIDAD EN MEXICO

Se estima que las enfermedades causadas por E. coli se encuentran entre las
primeras causas de mortalidad general a nivel nacional, ocupando el décimo sexto
lugar con un total de 4,679 defunciones; mientras que entre las causas de mortalidad
infantil en menores de un afo, ocupa el cuarto lugar con un total de 1,493
defunciones. Para el Estado de Michoacan existe una taza de 19,084 defunciones a
nivel general correspondiendo 10,519 defunciones al sexo masculino, mientras que
en el sexo femenino se presenta un total de 10,519 y 15 casos no determinados
(SSA ,2002).
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1.3.2 CLASIFICACION DE Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es un grupo de bacterias que se encuentra en los intestinos
de los animales de sangre caliente, tales como animales para consumo O seres
humanos, y en el agua contaminada con la materia fecal de animales y seres
humanos. Los cientificos han identificado mas de 200 serotipos de E. coli, muchos
de los cuales no son nocivos o son benignos(Yu-Cheng, 2006).

La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas y viven en los intestinos de los
animales y los humanos sanos (Gentry-Weeks 2002).

Escherichia coli comensal, HS o de flora normal esta constituido por 4671 genes
(http://colibasetest.bham.ac. 2006).

1.3.2.a) Clasificacion de Escherichia coli no diarreagénica

Existen 3 virotipos responsables de infecciones extraintestinales:

<> Escherichia coli. Uropatogena UPEC.
<> Escherichia coli causante de meningitis neonatal NMEC.
X Escherichia coli. Necrotoxigénica NTEC.

Escherichia coli Uropatégena UPEC.

Escherichia coli es el principal patdgeno oportunista causante de infecciones urinarias
y septicemias tanto en seres humanos como en los animales. Escherichia coli
Uropatdégena esta formada por 5379 genes.

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son generalmente infecciones ascendentes
causadas por microorganismos presentes en la flora normal intestinal (Blanco ,2001).
Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las infecciones mas comunes en
humanos y Escherichia coli es el patdgeno que mas frecuentemente causa ITU. Las
cepas de E. coli uropatégenas poseen un grupo de factores de virulencia los cuales
median ITU y que normalmente no estan asociados con cepas comensales fecales
de E. coli. Es importante hacer notar que de todas las cepas UPEC aisladas solo la
mitad posee uno o ninguno de los factores de virulencia ya conocidos y
caracterizados como tal. Por lo tanto, es razonable asumir que existen otros factores

bacterianos que no se han caracterizado y asociado con ITU y que podrian ser
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importantes en dicha patogénesis. En México se han realizado pocos estudios al
respecto, es necesario caracterizar las cepas aisladas de infecciones urinarias e
identificar sus factores de virulencia lo cual permitira entender el mecanismo

patégeno de dichas bacterias y su tratamiento medico en nuestro pais (Angel, 2005).

Escherichia coli causante de meningitis neonatal NMEC.

E. coli es la bacteria Gram negativa mas comunmente productora de septicemia
durante el periodo neonatal. Alrededor del 40% del as cepas de E. Coli que causan
septicemia poseen el antigeno capsular K1 y es normal identificar cepas idénticas a
las sanguineas en los cultivos de nasofaringe o recto del paciente. Las
caracteristicas clinicas de la sepsis por E. coli son generalmente similares a las
observadas en los recién nacidos con enfermedad causada por otros patogenos.
Hoy en dia es materia de preocupacion, la aparicidon de infeccibn en neonatos
prematuros, sobre todo después de rotura de membranas, causadas por
enterobacterias resistentes, hecho favorecido por el uso abusivo de antibiéticos en la
madre (Ruvinsky ,2002).

Las infecciones del torrente sanguineo se producen fundamentalmente en recién

nacidos que tienen comprometidos sus mecanismos de defensa. (Prescott ,1999).

Escherichia coli Necrotoxigénica NTEC.

Escherichia coli Necrotoxigénica (NTEC) fue definida originalmente como capaz de
producir una toxina llamada el factor de necrotizacion citotéxico (CNF) (De Rycke
1999). También se ha sugerido que NTEC pudo ser patégeno oportunista que
causaba enfermedades diarreicas en seres humanos. Sin embargo, se ha
encontrado recientemente que Escherichia coli Necrotoxigénica NTEC se puede
aislar de las heces en un porcentaje representativo de niflos sanos y por lo tanto, la
asociacion de E.coli NTEC con diarrea humana y animal debe ser investigada

cuidadosamente ( Lugo ,2000) .
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1.3.2.b) Clasificacion de Escherichia coli diarreagénica

Las categorias de Escherichia coli diarreagénica son dificiles de distinguir de
aquellas que son de flora intestinal normal de humanos, los factores de virulencia
especificos para cada categoria se encuentran codificados en una gran variedad de
elementos genéticos como cromosoma, bacteriéfagos, transposones, plasmidos e
islas de patogenicidad y el dinamismo de estos ultimos elementos provee un
problema para la categorizacion de los diferentes patotipos (Martinez, 2002).

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli
causantes de diarrea se clasifican en seis grupos (Rodriguez-Angeles 2002):

TABLA II: Mecanismos patogénicos de la diarrea por E. coli

Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

Escherichia coli Enterotoxigénico (ETEC)

Escherichia coli Enteroinvasivo (EIEC)

Escherichia coli Enteroagregativo(EAEC)

Escherichia coli De Adhesién Difusa (DAEC)

Rodriguez-Angeles 2002

E. coli enteropatéogena (EPEC)

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta
principalmente a ninos menores de seis meses y a los de dos afios. También puede
aislarse en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor
predisponente como diabetes. La forma de transmision de la enfermedad es fecal-
oral por manos contaminadas de manipuladores de alimentos. Los reservorios de

EPEC pueden ser nifios y adultos con o sin sintomas (Barnes, 2006).

E.coli enterotoxigénica (ETEC)

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias

que tienen diversas formas denominadas CFA (factor de colonizacién de antigénica),
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siendo su principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas
enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). Las toxinas
LT y ST aumentan el nivel intracelular de AMPc y GMPc respectivamente, que se
encuentran en la membrana de las células intestinales, provocando la salida de agua
e iones. Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en niios menores
de dos afios, y en particular durante los primeros seis meses de vida. La frecuencia
de aislamiento de este grupo patégeno de E. coli en nifilos con diarrea es de 10 a
30% (Margall , 2000).

E. coli enteroinvasiva ( EIEC)

El grupo EIEC y Shigella spp estan relacionados genética y bioquimicamente ya que
son descarboxilasa negativas, no moviles y lactosa negativas. EI mecanismo de
patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon; para ello el primer paso
es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo de
mucinasa y adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y posterior
multiplicacion de la EIEC dentro de la célula y diseminacion a células sanas
adyacentes. La informacion genética para este mecanismo esta en loci del
cromosoma y del plasmido, ademas de tener la capacidad de elaborar una o mas
enterotoxinas que pudieran ser importantes en la produccién de diarrea. Las cepas
EIEC se asocian mas con brotes que con casos aislados, en los cuales la
transmision puede ser de persona a persona, por ingestion de alimentos y agua
contaminada, convirtiéndose en un patdgeno importante en nifios mayores de seis
meses

(Margall ,2000).

E. coli enterohemorragica (EHEC)

Riley describié y relacion6 a EHEC con brotes caracterizados por dolor abdominal,
diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, cuadro al que se le llamé colitis
hemorragica (CH) y que era debido a la ingestion de carne cruda o mal cocida. La
bacteria aislada de todos los casos fue E. coli del serotipo O157:H7. Karmali en

1983, la asocid6 con casos aislados de sindrome urémico hemolitico (SUH)
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caracterizado por dafo renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolitica
microangiopatica, precedida por diarrea con sangre, con la presencia en heces de E.
coli productora de una citotoéxica con actividad en células Vero, por lo que se le llama
verotoxina (VT), y a las cepas capaces de producirla se les denominé E. coli
verotoxigénicas (VTEC). Ademas, se observd que la citotoxica se neutralizdé con
antitoxina obtenida a partir de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se le
llamé "shiga-like toxin" o toxina semejante a shiga (SLT) o "shiga toxin" (STX), y a
las E. coli capaces de producirla se les da el nombre de STEC.

El periodo de incubacion de EHEC es de 1 a 8 dias; inicialmente produce diarrea sin
sangre, con o sin vomito, dolor abdominal, fiebre, y después de 1 a 2 dias la diarrea
se torna sanguinolenta y se intensifica el dolor abdominal, de una duracién de 4 a 10
dias, con heces abundantemente sanguinolentas (Bellin, 2001).

E. coli enteroaqgregativa (EAEC)

Scaletsky y Nataro encontraron cepas aisladas de pacientes con diarrea, las cuales
por serologia no correspondian al grupo EPEC pero si presentaban un patron
caracteristico de adherencia diferente a EPEC y que ademas eran negativas a la
prueba de EAF. En el mecanismo de patogenicidad de EAEC estan implicadas la
bacteria y diversas moléculas que ella produce; también se sabe que las cepas
EAEC tienen la capacidad de incrementar en la mucosa la produccién y secrecion de
moco que atrapa a las bacterias que se auto aglutinan en una fina pelicula en el
epitelio intestinal.

El sitio blanco de dafio de EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y
delgado, con un periodo de incubacion de menos de ocho horas y puede durar hasta
18 o 20 dias. Esta bacteria puede causar brotes o casos aislados de diarrea

persistente (Margall, 2000).

E. coli de adherencia difusa (DAEC)

Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman micro colonias cuando se

adhieren a células Hep-2 (2). Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad pero
se ha caracterizado una fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada en

el fenobmeno de adherencia difusa. Los genes que codifican para esta fimbria se
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pueden encontrar en el cromosoma o en un plasmido., las cepas DAEC tienen la
capacidad de inducir la formacion de estructuras protuberantes, semejantes a dedos,
las cuales confieren proteccion a las bacterias, pero la presencia de dichas
estructuras no se ha demostrado in vivo.

El grupo DAEC se puede aislar tanto de personas sanas como en personas con
diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 afios. Los principales sintomas que
se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos. Pero puede presentar
falsos positivos, y el diagnostico empleando PCR aun no se ha desarrollado
(Scaletsky,2002).

Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen Kauffman desarrollé un
esquema de serotipificacion que continuamente varia y que actualmente tiene 176
antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). En la tabla
siguiente se muestran algunos métodos de estudio de los diferentes grupos

patdgenos o patotipos de E. coli.
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TABLA llI: Pruebas para evidenciar el mecanismo de patogenicidad de Escherichia
coli causante de diarrea.

GRUPO MECANISMO DE PRUEBAS
PATOGENICIDAD

ETEC Enterotoxina LTy ST Asa ligada de conejo para LT
Efecto citopatico en células CHO, VERO y Yl para LT
Raton lactante para ST
RIA para ST
Elisa para LTy ST
Hibridacion en fase solida “colony blot” con sondas para LTy
ST
Hibridacion Southern
PCR (ST y LT)

EPEC Adherencia localizada  Adherencia localizada en células Hep-2 y HelLa
Prueba de FAS
Extraccion del plasmido EAF
Hibridacion en fase soélida “colony blot” (EAF, Bfp)
Hibridacion Southern (EAF, Bfp)
PCR (EAF,Bfp)

EIEC Invasividad Prueba de sereny en cobayo
Invasividad en células HelLa
Captacion de rojo de congo
Extraccion de plasmido de 140 MDa
ELISA para el gen ipaC necesario para la invasion
Hibridacion con sondas derivadas del plasmido pIinv
PCR para genes ial, ipaH

EHEC Citotoxinas STX1y Serotipificacion

STX2 Efecto citopatico en células VERO, HelLa causado por STX

ELISA
Aglutinacion en latex
Inmunofluorescencia
Separacion inmunomagnética
Extraccion de plasmido
Hibridacion Southern
PCR (eae, SLTI, SLTII, plasmido pO157)
Campos pulsados
Fagotipificacion

EAEC Adherencia agregativa Adherencia agregativa en células Hep-2 y HelLa
Plasmido de 65 MDa
Hibridacion con sonda obtenida del plasmido de 65 MDa
PCR (plasmido)

DAEC Adherencia difusa Adherencia difusa en células Hep-2 y HelLa
Hibridacion con sonda para la fimbria F1845

Modificado de Rodriguez Angeles, 2002
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1.4 METODOS EMPLEADOS EN LA IDENTIFICACION DE

Escherichia coli

La microbiologia clinica se ha beneficiado mucho de los progresos tecnolégicos en
equipos, programas informaticas y bases de datos, biologia molecular e
inmunoquimica. En lo que respecta a los métodos de deteccion de microorganismos
en muestras clinicas, se ha producido un cambio de los métodos multiples pasos
descritos anteriormente a procedimientos y sistemas unitarios que incorporan la
estandarizacion, miniaturizacion, mecanizacion y automatizacion (Prescott ,1999).
Para el aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de cepas de E. coli se
aplican métodos tradicionales, métodos in vivo e in vitro y de biologia molecular. Los
métodos usados en la identificacion de bacterias se basan en el analisis
morfologico, fisioldgico, bioquimico y datos genéticos de las bacterias blanco
(Chizhikov, 2001).

Los avances tecnologicos en el avance del ADN abren nuevas posibilidades para el

desarrollo de métodos con mayor selectividad para E.coli (Karkkainen, 1998).

.41 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Los métodos moleculares se han desarrollado para aumentar la rapidez del analisis.
Pueden a alcanzar un alto grado de la sensibilidad y de la especificidad sin la
necesidad de un cultivo complejo y pasos adicionales de la confirmacién. Por lo
tanto, alguno de estos métodos permiten la deteccion de cultivos especificos y/o
bacterias no cultivables dentro de horas, en vez de los dias requeridos con los
métodos tradicionales

(A. Rompre, 2002).

Las pruebas moleculares como RFLP, hibridacién, campos pulsados, PCR y RAPD-
PCR pueden detectar hasta 10> UFC/0.1g de materia fecal, ademas de que permiten
realizar una subtipificacion con fines epidemiolégicos de este grupo de bacterias
(Boop ,1999).

En la década pasada, se desarrollaron métodos de diagndstico basados en la

deteccion directa de los genes especificos de bacterias en muestras clinicas y de
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alimento y muchos oligonucleotidos de las especies o género especificos han sido
utilizados para tal fin (Tsen, 2001; Rudi y col., 2000).

La deteccién de coliformes por métodos genético moleculares u obtencion de huellas
moleculares se pueden realizar por dos estrategias: las huellas basadas en la
hibridaciéon tipo Southern y las huellas basadas en la amplificacion de regiones
genéticas mediante PCR (Katouli, 2000).

.4.2 DESARROLLO DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA

La técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés
se basa en la replicacion del ADN en los organismos eucariotas realizada por la ADN
polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena complementaria de
ADN en el sentido 5°-> 3" usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una
region de doble cadena. Para crear esta region doble cadena se usan los
denominados iniciadores (primers). Son una pareja de oligonucledétidos sintetizados
de manera que sean complementarios a cada uno de los extremos 3" del fragmento

de ADN que se desea amplificar.

Partiendo de este principio, la PCR se basa en la repeticion de un ciclo formado por
tres etapas:

12 Desnaturalizacion del ADN doble cadena

22 Hibridacion de los iniciadores a la zona 3  especifica de cada una de las
hebras

32 Extension del cebador por actuacion de la ADN polimerasa
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30-40 ciclos de 3 pasos:

45 segundos a 54 "C

jiiCebadores sentido g
antizentidobt)

Paso 3: Exlﬂrsiﬁﬂ:‘.,;

2 minutos a 72 =*C
zolo dNTPs

LAty Wicmaracar HRRE

Figura. 1 : Pasos basicos de la PCR (de Andy Vierstracte 1999)

Este proceso se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que
automaticamente controla y alterna las temperaturas durante periodos programados

de tiempo para el numero apropiado de ciclos (usualmente 30-40 ciclos).

Cuarto ciclo
Gen de interés t— ]

5 T
tercer ciclo

¢ =— & Segundo ciclo

[

—

:‘:._“

Primer ciclo 25 ciclos

DM molde

h coplaz

=
2 2 =234000 millones de copias
24 copias

[Andy Vierstracte 2007]

Figura. 2 : Amplificacién exponencial del PCR (de Andy Vierstracte 2001)
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La deteccion del producto de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa se realiza
normalmente mediante corrido electroforético, dependiendo del tamafio de la

amplificacion y la resolucion que deseemos utilizaremos diferentes medios (agarosa,

poliacrilamida) a distintas concentraciones. La posterior visualizacion se puede
realizar con bromuro de estudio (lampara de luz UV), tincion de plata, fluorescencia,

radioactividad.

1.4.3 TRASCENDENCIA DE LA TECNICA DE PCR EN EL DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES MICROBIANAS

La zona intestinal humana abriga una comunidad grande, activa y compleja de
microorganismos. La microflora intestinal desempefia papeles significativos en la
digestion del alimento, el metabolismo enddégeno y los compuestos exdgenos, la
immunopotenciacién, y la prevencion de la colonizacion del aparato gastrointestinal
por los patégenos y por lo tanto esta implicado en mantener la salud humana
(Matsuki, 2004).

Para entender la relacion entre la flora intestinal y la salud humana, es importante
desarrollar un método exacto para analizar a las varias poblaciones microbianas. La
microflora del intestino ha sido supervisada en gran detalle por las técnicas basadas
en el cultivo de los microorganismos (Watanabe, 2004) pero las limitaciones
inherentes en estas técnicas y el desarrollo de métodos de deteccion moleculares
mas sensibles y mas exactos ha traido nuevas penetraciones al campo (Tanaka,
2004).

Los estudios de la composicidon genética de poblaciones bacterianas han sido
obligados tradicionalmente a depender de métodos basados en cultivos

(Herrick ,1998).

Los microbiélogos ambientales por lo tanto han comenzado a explorar el uso de
métodos moleculares para evitar las técnicas cultivo-dependientes

(Madsen ,1998).

El método de PCR, es una hibridacion que se realiza entre el ADN blanco presente
en la muestra y el iniciador que es una secuencia especifica de un gen involucrado

en la patogenicidad de cepas de E.coli (Lépez-Saucedo 2003).
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El analisis del ARNr extraido o del ADN ribosomal (ADNr) ha probado ser

particularmente util para identificar bacterias (Herrick ,1998).

Debido a que los ribosomas son criticos para la funcion celular e
interaccionan con un gran numero de otras moléculas, incluyendo el ARN mensajero
(ARNm) y el ARN de transferencia (ARNt), las secuencias de las moléculas de ARNr
estan altamente obligadas y se han conservado notablemente a través de la
evolucion (Herrera, 1999). EI ARNr es la mejor molécula blanco para estudiar las
relaciones filogenéticas debido a que se encuentra presente en todos los
microorganismos, es funcionalmente constante y se compone de dominios tanto
altamente conservados como variables (Stackebrandt y col., 1994).

La comparacion de las secuencias de gen 16S de ARNr, ha facilitado la
identificacion de bacterias, incluyendo microorganismos no cultivables y la
elucidacién de sus relaciones naturales. Consecuentemente, estas pueden ser
utilizadas para determinar relaciones taxonémicas entre especies que presentan

poca interrelacion en su ADN (Pace, 1996).

Inicialmente se comenzaron a realizar estudios de secuenciacion del gen 16S
de ARNr, posteriormente, los estudios se extendieron al gen 23S. Las secuencias
nucleotidicas constantes del gen 16S presentan la ventaja de proporcionar un sitio
de iniciacion adecuado para la elongacion de los iniciadores y asi aplicar de forma
mas facil la técnica de secuenciacion (Dams y col., 1988).

Las moléculas del ARNr consisten tipicamente en las secuencias altamente
conservadas entremezcladas con regiones de secuencias mas variables (Tyson,
2001). Junto con el desarrollo de la técnica de PCR (Schleper, 2001), este
conocimiento ha proporcionado un acercamiento para el reconocimiento de

patdgeno bacterianos.

A mediados de los afnos 80, se realizé un acercamiento molecular que punteé la
necesidad de cultivar un microorganismo para determinar la secuencia de su gen
RNAr 16S (ADNr 16S) (Hugenholtz,2001).
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Esencialmente, los acidos nucleicos se extraen directamente de muestras
ambientales, las secuencias del ADNr 16S se aislan tipicamente via PCR, al final
estas secuencias se comparan con las secuencias conocidas.

A las secuencias del gen obtenidas de este modo se les pueden entonces asignar
una localizacion en un arbol filogenético y pueden actuar asi como un marcador
para el organismo de el cual fueron obtenidas (Hugenholtz, 2002).

La mayoria de las pruebas de PCR se basan en la deteccion de las secuencias
bacterianas del ARNr de la subunidad 16S (Nozaki ,2001). Esta subunidad del ADN
estd presente en copias multiples en todas las especies bacterianas y contiene
secuencias especies-especificas altamente conservadas (Boutaga, 2003) .
Numerosos trabajos han utilizado el gen 16S como blanco para la deteccion de
bacterias no cultivadas y ha sido la mas utilizada para la amplificacion universal de
ADNs de una amplia gama de los organismos por el método de PCR

(Guiver ,2000).

En la ultima década, fueron desarrolladas numerosas técnicas basadas en la PCR
para ser utilizadas en el diagndstico de microorganismos patdégenos presentes en

muestras clinicas, de animales, de alimentos y ambientales (Leotta , 2005).

1.4.4 Ventajas de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha conducido a una deteccién rapida
y sensible de E. coli en muestras clinicas y en varios alimentos (Fratamico 2000;
McKillip y Drake 2000; Hsu y Tsen 2001).

La deteccion del gen bacteriano en especimenes clinicos por PCR tiene una
sensibilidad y una especificidad mas altas que cultivar la sangre y puede
proporcionar una manera rapida para determinar la etiolégica de la septicemia
neonatal (Shang, 2005).

La PCR es especifica y sensible, detecta una gran diversidad de tipos de E.coli con
facilidad, rapidez y economia, ademas de permitir una facil manipulacién de la
muestra (Lopez-Saucedo 2003) y analizar gendmicamente a miles de agentes

causales de la enfermedad (Bekal, 2003).
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La PCR provee un mecanismo para detectar cantidades diminutas de organismos
con alta especificidad, ademas de dar resultados en el mismo dia para organismos
que normalmente tomarian varias semanas usando tecnologias convencionales
(Poza, 2001).

Hasta hace poco, la identificacion microbiolégica requeria de aislamiento de cultivos
puros seguido por multiples pruebas bioquimicas o fisiolégicas. Un microbidlogo
exitoso era determinado por la habilidad de cultivar microorganismos.
Consecuentemente, cualquier acercamiento para identificar poblaciones microbianas
especificas sin cultivo, directamente en su ambiente natural, podria ser
revolucionario, a partir de esto podria cambiarse el caracter de la microbiologia
(Amann y col., 1995). El uso de la PCR podria tener ventajas, puesto que detecta la
presencia de bacterias sin requerir ser cultivadas (Heininger, 2004).

Las secuencias del ARNr han demostrado ser extremadamente utiles para los
estudios de la taxonomia bacteriana (Engstrand, 1992).

Ademas de la informacién taxondmica el analisis de acidos nucleicos extraidos PCR
puede proporcionar la informacion sobre la variacion genética en las poblaciones
microbianas que realizan ambientalmente funciones importantes (Herrick ,1993).
Otra ventaja de PCR bacteriano es que los patdgenos raros o inesperados pueden
ser encontrados (Rantakoko, 2000).

PCR puede ser utilizado para amplificar genes bacterianos directamente de las
muestras clinicas, con el fin de establecer diagnosis etioloégicas de varias

enfermedades bacterianas adentro un ajuste clinico (Jalava, 2000).

1.4.5 Aplicaciones de la técnica de PCR

La técnica de PCR resuelve las demandas mas importantes de la deteccion directa
de Listeria monocytogenes en quesos suaves (Delfgou 1991). Helicobacter (K.
Wernars 1992, Sajan 2004) ademas que ofrece ventajas significativas en tiempo y
en manipulacion en la deteccion de Mycobacterium tuberculosis (Bodo 1998).
Neisseria Meningitidis, Escherichia coli, Hemophilus influenzae, ( Guiver 2000);
salmonellas spp. (Gendel, 1996; Lin y Tsen, 1996; Tsen y Lin, 1999), vy B.
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thuringiensis, B.anthracis y B.mycoides (Ash y otros., 1991; Giffel y otros., 1997). el
Estafilococcus spp. y vibrion spp (Cheng, 2005).

Por otra parte se ha divulgado la amplificaciéon de genes bacterianos de superficies
ambientales y de agua subterranea por la reaccion en cadena de la polimerasa PCR
( Batr ,1993) .

Deteccion de mutaciones: La técnica de PCR nos permite localizar mutaciones
previamente descritas. Se emplea asi en la secuenciacion de ADN como un método
de diagndstico: Una vez que se ha caracterizado la relacion con una enfermedad de
una determinada mutacion puntual (mutaciones en el gen de la galactosa 1P
uridiltransferasa en la galactosemia, mutaciones en c-Ras y cancer, etc.) o de una
pequefa delecion (delecién de tres bases en el gen CFTR de fibrosis quistica )
puede desarrollarse un método de deteccion rutinario, la secuenciaciéon automatica
puede implementarse como método de screening para la localizacion de nuevas
mutaciones. Secuencias de ADN a partir de unas pocas copias intactas presentes en
especimenes de museos y descubrimientos arqueoldgicos en los cuales la mayoria
de las moléculas estan dafnadas o degradadas, para proceder posteriormente a su
estudio mediante secuenciacion (Lisker, 2000).

Secuenciacion de ADNs fosiles: El uso del PCR ha abierto la posibilidad de aislar
secuencias de ADN a partir de unas pocas copias intactas presentes en
especimenes de museo y descubrimientos arqueoldgicos en los cuales la mayoria
de las moléculas estan dafiadas o degradadas, para proceder posteriormente a su
estudio mediante secuenciacién (Rodriguez, 2000).

PCR demuestra una promesa como herramienta eficaz para investigar los efectos
del prebidticos o de probioticos, de los efectos secundarios de antibidticos, y de la
relacion entre la microflora y las enfermedades digestivas, tales como enfermedad
inflamatoria del intestino, las enfermedades infecciosas, y el cancer de los dos
puntos (Nikkari, 2000).

Diagndstico prenatal/Diagndstico reimplantacion: Diagnéstico de enfermedades
hereditarias o determinacion del sexo del feto previamente a su implantacion en
procesos de fecundacion in Vitro. Una o dos células del preembrion se retiran en el

estado de ocho a dieciséis células, previo a la implantacion. Estas pueden utilizarse

UMSNH 28 QFB




Aislamiento de ADN y tipificacion de Escherichia coli por PCR en aislados bacterianos y
heces

para amplificar un gen o genes especificos y asi estudiar la enfermedad genética o
el sexo (utilizando genes especificos del cromosoma Y) (Poza ,2001).

PCR demuestra en la actualidad una herramienta util en: Investigacion en
microbiologia para la identificacion de especies, Identificacion de especies
vegetales, Diagndstico de enfermedades, Analisis de ADN antiguo, Investigacion
basica en bioquimica y biologia molecular, discriminacion alélica , Expresion
génica/Cuantificacion de ARN |, deteccion de SNPs (Single nucleotide
polymorphisms) , Genotipo de mutaciones especificas, Analisis de ADN f6sil,
Mutagénesis, Clonacion de genes, test de paternidad entre otros .

La técnica de PCR puede utilizarse para amplificar cantidades muy pequefias de
ADN especifico y proporcionar material suficiente para secuenciar y clonar el
fragmento con preedicién mediante técnicas estandar ( Prescott, 1999).

La técnica de PCR se ha empleado en la deteccién de supuestos cultivos de
Escherichia coli Enteroagregativa EAEC (Morais, 2002) en evaluaciéon de genotipos
de Escherichia coli (Meacham, 2003; Vidal 2004), esta técnica ha sido comparada
con las de cultivo en la deteccion de Porphyromonas gingivalis concluyendo que el
primero ofrece ventajas significativas con respecto a la rapidez y a la sensibilidad
(Boutaga ,2003) ,ademas permite investigar la composicién de la flora intestinal
humana usando la ADN extraida de muestras fecales obteniendo una sensibilidad
mas alta ( Matsuki ,2004).

1.5 Técnicas de extraccion de DNA
Muchos tipos de muestras en especial las heces contienen inhibidores de PCR
(Gonzalez y otros. 1999), por ello requieren una correcta extraccion del acido

nucleico (Fratamico y otros 2000).
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La extraccién de la ADN es un factor limitador probable para el PCR (Herrick, 1993).

La purificaciéon del ADN de bacterias es una herramienta esencial en la tecnologia
del ADN recombinante y se ha convertido en una tarea esencial en los laboratorios y
en las industrias (Chowdhury ,2005).

La ADN gendmico puede ser extraido con el Kit Qbiogene (Carlsbad, CA) .La lisis
de la célula de cultivos puros se logré con una maquina de FastPrep (Qbiogene)
los ADN fueron extraidas usando el DNeasy kit del tejido fino (QIAGEN, Valencia,
CA) segun las instrucciones del fabricante. EI ADN fue cuantificado usando la
solucion de la cuantificacion de PicoGreen (Molecular Probes Inc.) y un fluorémetro
TBS-380 (Turner BioSystems Inc., Sunnyvale, CA) que usa ADN gendmico de E.
coli como estandar. Los resultados de la cuantificacion obtenidos con el fluorémetro
fueron comparados con la banda ADN gendmica de peso molecular visualizada en el
bromuro de etidio (Spano, 2004).

Otra técnica se basa en el empleo de cinco colonias de E.coli puras que se
emulsionan en 500 microlitros de agua inyectable estéril. La suspension fue hervida
por 10 minutos y después rapidamente refrescada y llevada a cabo en 220°C por 1
minuto para desnaturalizar el ADN. Después de la centrifugaciéon a 12.000 por 5
minutos, la pastilla extraida del DNA fue distribuida en los frascos estériles
esterilizados en alicuotas de 50 ml (BioProducts molecular, San Diego, California) y
almacenada en 280°C hasta su uso (Guiver ,2000).

El kit de UltraClean tiene una ventaja sobre las columnas fenol/coloroformo /PVPP
puesto que la identificaciéon toma aproximadamente 1.5 h , mientras que por medio
de la columna las muestras requieren la precipitacion del DNA de la muestra por
una noche. Sin embargo, la cantidad de tiempo que lleva identificar E. coli usando
cualquier Kit o el fenol/cloroformo /PVPP de UltraClean, se han reducido
perceptiblemente de hasta 5 dias usando los cultivos estandar y pruebas
bioquimicas, a entre 1 y 2 dias, respectivamente. Sin embargo, las columnas de
fenol/cloroformo/PVPP tiene una clara ventaja por sobre el costo del kit comercial
(Trochimchuka ,2003).
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Ahora comparando el método de extraccion con buffer triton X-100 al 1% (Merck,
Germany) y el kit comercial (Wizard™, Madison, Wisconsin.). Se ha demostrado
que el primero permiti6 obtener cantidades adecuadas de ADN para la PCR,
tratandose de una técnica mas rapida, menos laboriosa y mas econdmica que la
utilizacién de equipos comerciales. Por este motivo es la recomendada en la rutina
diagnodstica (Leotta, 2005).

Otros kit comerciales son: IsoQuick Kit, NucliSens kit y QlAamp kit, los
resultados falsos-negativos en la PCR pueden ser debidos a la presencia de
inhibidores presentes en la muestra o que hay pequefas cantidades de organismos.
La presencia de grandes cantidades de bacterias en relacién a la cantidad blanco de
E. coli puede resultar en una sensibilidad menor en los ensayos. Todos los kit
comerciales fueron rapidos y faciles de usar, aunque el ADN extraido con el kit
QIAamp no requiere diluciones adicionales del ADN antes de la PCR (Spano, 2005).
El microsistema bioanalitico representa una gran ventaja sobre los kit comerciales,
ya que estos implican pasos rutinarios laboriosos como medir con una pipeta,
someter al vortex y luego una centrifugacion para quitar desechos de la célula y
recuperar ADN genomico altamente purificado (Elsevier ,2005).

Existe una extraccién que se basa en diluciones altas de bacterianas sometidas a
un intermediario de TAE (10 microlitros Tris-HCI, EDTA de 1 microlitro; pH 8.0).
Cada suspension es hervida por 15 minutos para llevar acabo la lisis de las células
y asi cada aislado se identifica con cartillas grupo-especificas de PCR (Matsuki
,2004).

Otra técnica de extraccion, es en la que la muestra fecal se somete a tres lavados,
suspendiéndolas en un buffer de fosfato y centrifugando para quitar los inhibidores
posibles de PCR. Posteriormente, se realizan las extracciones con fenol-cloroformo
para ser sometidas a la precipitacidn con isopropanol. Finalmente, el ADN fue
suspendido en 1 ml de Tris-tris-EDTA (Matsuki ,2004).

El ADN también ha sido extraido con un volumen igual de una mezcla del alcohol
fenol-cloroformo-isoamilico. Después de otra extracciéon con alcohol isoamilico y

cloroformo, el ADN es precipitado con etanol y la pastilla es disuelta en el
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almacenador intermediario de TAE (10 ml Tris, EDTA de 1 milimetro, pH 8,0)
(Engstrand,1992).

En la extraccion por el método de Tsai y de Olson; 1 g (peso mojado) de cada
muestra es lavado dos o tres veces en el almacenador intermediario de fosfato del
sodio de 100 microlitros (pH 8,0) y después es incubado en la solucion del lysozyma
(150 microlitros de NaCl, 100 microlitros de Na, EDTA (pH 8,0) en 37°C por 2 h.
Una solucién del sulfato dodecil de sodio (SDS) (100 microlitros de NaCl, 500
microlitros Tris-HCI (pH 8,0), el 10% SDS) fue agregada, y la mezcla de reaccion es
mezclada e incubada en la temperatura ambiente por 5 minutos y entonces el solido
alternativamente congelado en nitrégeno liquido y deshelada en un bano de agua
65°C tres veces. Una solucion del acetato del amonio (7,5 M) es agregada para
alcanzar una concentracion de 2,5 M, y el lisado era sometido a un vortex vigoroso y
después centrifugado en 6.000 por 10 minutos. El sobrenadante es transferido a
un tubo nuevo y precipitado con etanol y 20 ug del glicogeno por ml (grado
molecular; Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.) Después de secarse, el
precipitado es suspendido de nuevo en 10 microlitros de EDTA de Tris-HCI-1
microlitro (pH 7,6) (Herrick , 1993) .

Las proteinas y el RNA se podrian quitar por un simple lavado suave con Tris vy el
ADN multimerico del plasmido , se podria enjuagar en un solo paso del agregado de
la proteina. Ademas, el ADN aislado del plasmido se podia digerir facilmente por las
enzimas de restriccion y tener alta funcionalidad en la expresion de la proteina. Asi,
en vista de su simplicidad notable y de la eficacia en producir ADN suficientemente
puro del plasmido, la nueva estrategia emergeria una herramienta util en tecnologia
recombinante moderna y usos terapéuticos (Chowdhury, 2005).

Asi pues, se ha revelado totalmente una nueva técnica para aislar la DNA altamente
puro del plasmido en manera mas simplificada y menos desperdiciadora de tiempo,
teniendo usos inmediatos en los laboratorios.

El aislamiento sobre todo de formas multiméricas del ADN del plasmido por este
nuevo acercamiento pudo tener efecto aditivo sobre funcionalidad desde la
coexistencia de copias multiples de un solo gene y podria realzar notablemente la

eficacia de la expresion del gene (Vob y otros., 2003).
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1.5.1 Problematicas en la obtencion de DNA util para la técnica de PCR

Las técnicas basadas en cultivos son demasiado lentas proporcionando resultados
solamente después de algunos dias, y son muy dependientes del medio y la
temperatura incubacion (Spano ,2004).

Sin embargo, muchos tipos de muestras en especial las heces contienen inhibidores
de PCR (Gonzalez 1999), por ello requieren una correcta extraccion del acido
nucleico (Fratamico ,2000).

Recientemente, cadena de la polimerasa la reaccion (PCR) ha llegado a ser una
rapida y confiable método para la diagnosis de infeccioso numeroso enfermedades
(Holanda y otros., 2000). Sin embargo, el material fecal contiene cantidades grandes
inhibidores que afectan el método de PCR tal como sales de bilis, bilirrubinas,
polisacaridos, y heparina (Stacy-Phipps 1995; Lantz y otros., 1997; Wilson, 1997).
Por lo tanto, se confia en la deteccién de los patégenos usando técnicas de
extraccion de ADN antes de llevar acabo la PCR. Estas técnicas deben disminuir la
cantidad de las sustancias que inhiben PCR sin la reduccion en la produccion del
ADN. (Wilson, 1997; Stewart 1998 Trochimchuka 2003).

La PCR ha llegado a ser una herramienta rapida y confiable para el diagnostico
basado en biologia molecular de una gran variedad de enfermedades infecciosas. La
PCR ha sido aplicada para la deteccion de microorganismos de cultivos microbianos,
tejidos y directamente de muestras clinicas. Muestras fecales estan entre los
especimenes mas complejos para probar directamente por PCR debido a la
presencia de inhibidores inherentes que a menudo son extraidos con junto con el
ADN bacteriano. Inhibidores potenciales encontrados en muestras de heces incluyen
hemos, bilirrubinas, sales biliares y carbohidratos complejos. Pocos estudios han
evaluado o comparado métodos de extraccién simple de ADN que facilitarian y
mejorarian la sensibilidad de deteccion por PCR de patégenos entéricos de

muestras fecales (Spano, 2005).

De muchos otros informes, se sabe que la polimerasa termoestable de Taq en el

analisis de PCR es muy susceptible a la inhibicién por los compuestos que pueden

UMSNH 33 QFB




Aislamiento de ADN y tipificacion de Escherichia coli por PCR en aislados bacterianos y
heces

estar presentes en una muestra. Consecuentemente, la extraccion y la purificacion
de la ADN de la muestra antes de PCR requieren un cuidado especial para quitar los
compuestos inhibitorios (Wernars 1991, Herrik 1993 ).

Ha estado bien documentado que la polimerasa de Taq puede contener una fuente
de contaminacion del ADN como resultado de su fabricacion y purificacion
incompleta. La enzima que se expresa como proteina recombinante en E. coli o es
comunmente obtenida como proteina nativa del aquaticus de Thermus. Varios
investigadores han encontrado y han procurado superar este problema por una
estrategia que somete a la polimerasa a un tratamiento fisico, quimico, y o medios

enzimaticos (Guiver, 2000).

Il JUSTIFICACION

La tecnologia molecular representa una herramienta rapida y practica para detectar
la presencia de genes patdgenos, una de estas técnicas es la reaccion en cadena de

la polimerasa, la cual permite una amplificacién de genes bacterianos directamente
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de la muestra clinica y por lo tanto ofrece ventajas importantes como lo es alta

sensibilidad, especificidad, rapidez comparadas con lo métodos convencionales.

Il OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar genético molecularmente a E.coli, heces de pacientes del IMSS en

la ciudad de Morelia, Michoacan, México

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar ADN util para hacer amplificaciones PCR, de heces de pacientes con

problemas gastrointestinales.

Identificar E. coli por PCR en ADN de heces y aislados bacterianos.

UMSNH 35 QFB




Aislamiento de ADN y tipificacion de Escherichia coli por PCR en aislados bacterianos y
heces

IV ESTRATEGIA (MATERIAL Y METODOS)

Pacientes con diarrea

l l

Recopilacion de Datos MUESTREO
de los pacientes

1 |

AISLADOS HECES
BACTERIANOS

L’Extraccién de ADN+—
de alto peso molecular

\/

Verificacion de la calidad de ADN

\/

Ensayo de PCR con oligos especificos

\

Determinacion de Patotipos
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V. MATERIAL Y METODOS

V.1 MATERIAL BIOLOGICO
Se emplearon 53 muestras fecales de pacientes del IMSS de la Ciudad de Morelia,

Mich, y sus respectivos aislados bacterianos colectados durante 6 meses (Octubre
2004 a Abril del 2005).

V.2 MEDIO DE CULTIVO

Los aislados de E.coli se crecieron en Agar Nutritivo, (BD Bioxon M) preparado de
acuerdo a las especificaciones del proveedor, posteriormente se esteriliza a
121°C/15Ib /pulg?

V.3 CONSERVACION DE CEPAS

Nuestras muestras se conservaron, sembrandolas en agar francés por picadura y
después incubandolas a 37°C por 24 horas.

Este medio para conservacion de cepas bacterianas se prepara agregando a un litro
de agua desionizada Caldo nutritivo (BD Bioxon"®), 10 g; Cisteina (SIGMA®), 10 mg;
NaCl (J.T. Baker ®),5 g ; Timina (SIGMA®),10 mg; y agar bacteriolégico (BD Bioxon
MR), 6 g. Posteriormente se esteriliza a 121°C/15Ib /pulg® . Finalmente se vacia en

crioviales de 2.0 ml hasta 2/3 de su volumen.

V.4 EXTRACCION DE ADN TOTAL

Las colonias bacterianas crecidas en en Agar nutritivo solido y cosechadas con
ayuda de una espatula previamente esterilizada, se colocan en 400 uL de regulador
de lisis (Tris-HCI 100mM pH 8.0, Xantogenato de potasio 50mM, NaCl 100 mM,
EDTA 50mM ) en un tubo de microcentrifuga, agitando vigorosamente durante 10
minutos. A continuacion se agregan 400 uL de cloroformo y se agita en el vortex

durante 5 minutos. Se centrifugan durante 10 minutos a 10 000 rpm y se transfiere el
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sobrenadante (fase acuosa) a otro tubo limpio cuidando de no arrastrar la fase
organica. Se extrae con un volumen de fenol-cloroformo, centrifugando durante 5
minutos a 10 000 rpm vy transfiriendo el sobrenadante a otro tubo. EI ADN se
precipita con 1 volumen de isopropanol frio incubando 10 minutos a -20 °C y
centrifugando durante 10 minutos a 10 000 rpm. ElI sobrenadante se desecha y la
pastilla se lava con 250 pL de etanol al 70% y se deja secar a temperatura ambiente
para finalmente resuspender en un volumen minimo de agua, aproximadamente 20
ML. La integridad del ADN obtenido se visualiza desarrollando una electroforesis en
gel de agarosa al 1%.

El ADN aislado se guarda a una temperatura de -20°C hasta su utilizacion.

V.5 VISUALIZACION EN GELES DE AGAROSA (ELECTROFORESIS)

La calidad y la cantidad del DNA obtenido, se visualiza en geles de agarosa. La
electroforesis en general permite la separacién de moléculas como consecuencia de
su diferente movilidad en un campo eléctrico. Por lo tanto, el parametro esencial es
la diferente carga eléctrica de las moléculas. Es importante recordar que la carga
depende del pH del medio. En determinados soportes, como el gel de agarosa, el
medio (gel) ofrece una resistencia notable al avance de las moléculas, por lo cual la
movilidad depende mucho del tamafo de la molécula.

La calidad y la cantidad del DNA obtenido, se visualiza en geles de agarosa.
Se preparan 100 ml de agarosa al 1% o 2% (p/v) con TAE 1X (Tris acetato 0.04M,
EDTA 0.001 M), disolviéndolo en el horno de microondas y se adiciona bromuro de
etidio (10 mg/ml), 2 uL. El gel se prepara vaciando la agarosa en la camara de
electroforesis, se colocan los peines. Se deja solidificar y se retiran los peines. Se
agrega TAE 1X a la camara hasta cubrir el gel. Las muestras de DNA se mezclan
con regulador de carga (Azul de bromofenol 0.25%, Ficoll 15% en agua) y se
aplican en los pozos del gel. Posteriormente se conecta la camara a la fuente de
poder y aplicar un voltaje de 80 V. Una vez terminada la electroforesis, se visualiza

el DNA colocando el gel en un transiluminador UV (ChemiDoc de Bio-Rad), de
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acuerdo a las técnicas convecionales (Sambrook y col.,, 1989).y se toma una
fotografia.

V.6 ESPECTROFOTOMETRIA

La pureza y la concentracion del DNA fue determinada segun la relacion entre la
absorbancia a 260, 280 y 320 nm de longitud de onda segun lo reportado por
Sambrook 1989 y mas tarde por SABAT 1999. (Nacional Institutes of
Health,Bethesda,Md)

V.7 AMPLIFICACION DEL GEN 16S rRNA DE Escherichia coli

Con la finalidad de comprobar que aislados realmente pertenecian a la
especie Escherichia coli se amplifica el gen 16S rRNA especifico con los oligos que

se muestran en la siguiente tabla:

TABLA 1IV: Secuencia de oligonucleotidos especificos para Escherichia coli y

tamano del fragmento

CLAVE TAMANO DE
DEL SECUENCIA FRAGMENTO
OLIGO (pb)

ECA75F | 5 GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC3’ 544

ECR619R | 5’AGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTASZ’

Sabat, 2000

La composicidén de la mezcla de incubacion para la PCR es: Tris-HCI pH 9.0
10 mM, MgCl, 1.0 mM, 0.2 mM de cada deoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), .5Mm de cada oligonuleotido (ECA75F, ECR619),
0.5 U de Taqg polimerasa y 25 ng de ADN en un volumen total de 25 ulL. La
amplificacion por PCR fue realizada en un termociclador GeneAmp® PCR System
2700 de Applied Biosystems bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a

94°C por 30 segundos , seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45
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segundos, alineamiento a 65°C por 45 segundos y extension a 72°C por 45
segundos. Después de completados lo 35 ciclos, una extension final a 72°C por 10
minutos y las muestras fueron después enfriadas a 4°C. Después se visualizan en

gel de agarosa 1% .

V.8 DETERMINACION DE PATOTIPOS DE Escherichia coli

TABLA V: Secuencia de oligonucleétidos especificos para cepas patégenas de

Escherichia coli y tamafio del fragmento

TAMANO
DEL
FRAGMENTO

(pb)
5'GCGACAAATTATACCGTGCT3’ 708

5 CCGAATTCTGTTATATATGT3’
5CTGTATTTGTCTTTTTCACCT3’
5" GCACCCGGTACAAGCAGGAT3’
5 GCTGGAAAAACTCAGTGCCT3’
5'CCAGTCCGTAAATTCATTCT3’
5'CAATGGTGCTTGCGCTTGCT3’
5’GCCGCTTTATCCAACCTGGT3’

SECUENCIA

Basado en Harris, 1998 y Tornieporth 1995

La composicion de la mezcla para la reaccidn de amplificacion es: Tris-HCI pH
9.0 10 mM, MgCl, 1.0 mM, 0.2 mM de cada deoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 1 mM de cada oligonucleotido, 0.5 U de Taq polimerasa y 25 ng de
ADN en un volumen total de 25 uL. La amplificacion por PCR se realiza en un
termociclador GeneAmp® PCR System 2700 de Applied Biosystems bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, seguido por 35

ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineamiento a 50°C por 1
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minuto y extension a 72°C por 1 minuto. Después de completados lo 35 ciclos y, una

extension final a 72°C por 7 minutos, las muestras se enfrian a 4°C.

V.9 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS POR PCR “DUPLEX”

Se desarrollo una técnica en la que se puede usar dos pares de
oligonucleotidos por cada reaccion. En esta ocasion en una reaccion se usaron los
oligonucleotidos para amplificar el gen LT y ST de ETEC, que se muestran en la
tabla V, en una sola reaccion. Asi como para identificar a EPEC y EIEC se utilizaron
sus respectivos oligonucleotidos en una sola reaccion. La composicion de la mezcla
de amplificacion para cada PCR “duplex” es: Tris-HCI pH 9.0 10 mM, MgCl, 1.0 mM,
0.2 mM de cada deoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 mM de
cada oligonucleotido, 0.5 U de Taq polimerasa y 25 ng de ADN en un volumen total
de 25 pL. La amplificacion por PCR “duplex” fue realizada en un termociclador
GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 45 segundos, alineamiento a 50°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1
minuto. Después de completados lo 35 ciclos, una extensiéon final a 72°C por 7
minutos y las muestras fueron después enfriadas a 4°C.

Después se visualizan en gel de agarosa 1% y se identifican de acuerdo al

peso de cada fragmento.
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VI. RESULTADOS

V1.1 DETALLES DE LA POBLACION ANALIZADA

Primeramente para aprovechar los datos que se nos otorgaron en el IMSS con
respecto a los pacientes estudiados, se presentan las siguientes estadisticas que
nos serviran en el desarrollo de nuestra discusion. Como ya se menciono el
muestreo comprendié 53 muestras fecales con sus respectivos aislados de E.coli

(control), de las cuales 32 (60%) corresponden al sexo femenino y 21 (40%) al
masculino.

4%
m MASCULING
BO% o FEMEMIMD

Figura . 3 : Distribucidn de acuerdo al sexo de los pacientes

A estos pacientes se les clasifico de acuerdo a la edad, y descubrimos que la mayor
proporcion pertenecia a un grupo de edad mayor de 50 afios (31%) y la menor

proporcion se dio entre los 0- 10 afios y 20-30 afios (6%).

1
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Figura . 4 : Distribucion de acuerdo a la edad de los pacientes
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Ademas queriamos ver que patologias presentaban los pacientes tratados vy
notamos que las causas frecuentes para la visita al medico son en su mayoria por
colitis (7 casos), procesos alérgicos (6 casos) que por un cuadro diarreico

propiamente (2 casos)

TABLA VI: Diagnéstico presentado por pacientes tratados

DX CASOS

N

Cefalea

colitis

Insuficiencia Renal
Dislipidemia

Reflujo gastroesofagico
Dermatitis Atdpica
Rinitis Alérgica
Neurosis depresiva
Desnutricion

Sx Febril

Estenosis esofagica
Gastritis

Dx Diarréico

Lupus Eritematoso

Diabetes Mellitas

[SE O U O TR G T L U U U G SO N T ) T = S N |

Linfoma

N.D
N.D = No determinada

—_
o
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RELACION PATOLOGICA

PATOLOGIAS

Figura. 5 : Distribucion de diagndstico presentado por pacientes tratados.

V1.2 ENSAYOS DE EVALUACION DE LOS REGULADORES DE EXTRACCION
DE DNA

Para poder llevar acabo la amplificacion de PCR con una buena calidad y cantidad
de ADN se llevé acabo una evaluacion de los reguladores de extraccion que se

utilizan con mas frecuencia, se clasificaron de la siguiente forma :

A) Tris-HCI 100mM pH 8.0, SDS 2%, NaCl 100 mM, EDTA 50mM

B) Tris-HCI 100mM pH 8.0, Xantogenato de potasio 50mM, NaCl 100 mM, EDTA
50mM

C) Tris-HCI 100mM pH 8.0, SDS 2 %, Xantogenato de potasio 50mM, NaCl 100 mM,
EDTA 50mM.
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Figura . 6 : Gel de agarosa al 1% tefnido con bromuro de etidio que muestra el DNA obtenido con los
diferentes reguladores de extraccién (carril 1 marcador de peso molecular; carriles 2, 3 y 4 contienen
regulador A; carriles 5, 6,7 contienen regulador B; carriles 8, 9,10
contienen regulador C)

TABLA VII: Absorbancias y concentraciones medidas en espectrofotdmetro de
muestras no tratadas con RNAasa

Muestra Conc. De

(No. De proteinas

carril) Ug/ml

14.41
8.894
7.775
9.000
19.97
13.03
12.82
5.114
9.924

Las muestras de los carriles 2, 3, 4, 7,8 y 10 fueron tratadas con RNAasa.
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Figura 7: Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio que muestra el tratamiento con
RNAasa (Parte superior: muestras 2, 3,4; Parte inferior: muestras 7,8 y 10)

TABLA VIII: Absorbancias y concentraciones medidas en espectrofotometro de
muestras tratadas con RNAasa

Muestra Conc.
(No. De Proteinas

carril) Ug/ml
2 1.371
0.874
2.039
0.919
3.217
2.169

o q R e - : - -
!-— ‘ _ -
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Fig. 8 : Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos amplificados
con oligos universales mediante PCR (carriles 2,3,4 contienen regulador A ; carriles 5,6,7 contienen
regulador B ; carriles 8,9,10 contienen regulador C )
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V1.3 ENSAYOS DE LA VISUALIZACION EN GELES DE AGAROSA
Se realizo la extraccion del ADN tanto de los aislados clinicos (Fig. 9a), como de las

heces (Fig. 9b), obteniéndose una buena calidad del DNA aislado, ya que se

observo un material de alto peso molecular .

L
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Figura. 9 a) Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio que muestra el DNA extraido de los
aislados clinicos
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Figura. 9b). Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio que muestra el DNA extraido de las

muestras problema (HECES)

V1.4 ENSAYOS DE ESPECTROFOTOMETRIA

Para determinar la pureza y la concentracion ,las muestras fueron sometidas a
absorbancia de 260 , para asi mismo llevar acabo las diluciones correspondientes en

base a la concentracion de ADN en nanogramos.
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TABLA IX: Concentracion de DNA mediante espectrofotometria =260

# DE MUESTRA DILUCION Concentraciéon de DNA ( ng
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
500
1000
500
500
500
1000
500
1000
1000
1000
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
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VI.5 ENSAYOS DE AMPLIFICACION DEL GEN 16S rRNA DE Escherichia coli

Una vez que se determino la calidad de DNA de nuestro aislados, se prosiguio a
comprobar si este realmente pertenecia a cepas de a la especie Escherichia coli
amplificando mediante PCR las muestras problema (aislados y heces) el gen 16S
rRNA especifico con los oligos especificos, al final se obtuvo una banda de

amplificacion unica de aprox. 640 pb, obteniendo con satisfaccion un fragmento de
tamano esperado Fig. 10 a) y 10b)

§00 48 shie il seeBe® Besssdsss o <=

Figura. 10 a) Gel de agarosa al 1% tenido con bromuro de etidio que muestra los productos de

amplificacion mediante PCR del gen 16S obtenidos de los aislados clinicos
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Figura. 10 b) Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos de

amplificacion mediante PCR del gen 16S obtenidos de las muestras problema (heces)

Como se podra ver existen 5 aislados clinicos no amplificaron con los oligos

especificos, lo cual aludimos a fallas en el aislamiento.
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W 51 ANMPLIFICARON

OMNO AMPLIFICAROI

Figura 11: Amplificacion del gen 16S RNAr de Escherichia coli en aislados clinicos

Por otra parte a las 7 muestras problema (heces) que no amplificaron con los oligos
especificos para E.coli se les consideraron muestras perdidas, después de hacerles
una amplificacion con oligos universales y obtener resultado negativo, esto se puede
deducir a que cuando se les volvio a correr en gel de agarosa, el ADN de la muestra

pudo haber sido degradado.

B 5T AMPLIFICARON

O NG AMPLIFICAROH

Figura 12 : Amplificacion del gen 16S rRNA de Escherichia coli en muestras problema (Heces)
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VI.6 ENSAYOS DE TIPIFICACION MOLECULAR PARA Escherichia coli

Por ultimo las muestras fueron sometidas a una tipificacion molecular, empleando
PCR con oligos especificos para EPEC, EIEC, ETEC y los resultados se muestran

en las imagenes siguientes:

Figura 13: Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio que muestra los patrones de

amplificacion obtenidos de los ensayos por PCR, con oligos especificos para ETEC

Figura 14: Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio que muestra los patrones de
amplificacion obtenidos de los ensayos de amplificacion por PCR “DUPLEX”, con oligos especificos
para EPEC, EIEC
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VII DISCUSION

El objetivo primario era desarrollar la técnica de PCR como un método rapido y de

confianza que nos permitiera la amplificacion del gen 16S ARNr de Escherichia coli.

El presente trabajo se llevo a cabo con una poblacion proveniente del IMSS de la
Cd. de Morelia Mich.

A partir de los datos proporcionados establecimos los grupos poblacionales en que
se presentaban con mayor frecuencia Escherichia coli , lo cual arrojo que en un 60%
son mas frecuentes en mujeres que en hombres.

Queriamos conocer que edad presentaban los pacientes y los agrupamos por afos,
siendo los mas representativos los adultos mayores de 50 afios, cabe mencionar que
en nuestro estudio los nifios menores de 1 afio no eran frecuentes debido a que en
su mayoria son canalizados al Hospital Infantil.

Ademas queriamos ver que relacidn patoldgica se establecia en los pacientes
registrados, observar la causa de su visita al centro de salud si era por que estaban
cursando con un cuadro diarreico o no, encontrandonos con que la mayoria asistia
al centro de salud por colitis o por algun cuadro alérgico y que solo en dos casos se
presentaba un cuadro diarreico. Esto representa una gran desventaja desde el punto
de vista epidemioldgico, pues no sabiamos con exactitud que parte de la poblaciéon
esta cursando con algun cuadro diarreico y mucho menos podemos investigar su
etiologia.

El tiempo de muestreo fue de 6 meses comprendidos entre los meses de Octubre
2004 a Abril del 2005; y el total de los pacientes analizados fue de 53, cada cual con
su muestra fecal y con su respectivo aislado de E.coli en medio de agar nutritivo. Los
medios eran preparados y entregados al IMSS para el correspondiente aislado que
fungiria como control.

Las técnicas convencionales fueron llevadas a cabo en el IMSS, nosotros nos
enfocamos al desarrollo de técnicas moleculares como lo representa la PCR, que

detecta de manera especifica cepas de Escherichia coli.
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Al tratar los aislados de Escherichia coli a partir de cultivo directo con oligos
especificos ECA 75F-ECR619R nos dimos cuenta que 5 muestras no amplificaron lo
cual se alude quiza a un mal aislado podemos decir que la eficacia del método es de
un 91%.

A las muestras fecales también se les trato directamente con oligos especificos para
E.coli, amplificando un total de 46 muestras. Es importante mencionar que aquellas
muestras de cultivo que no amplificaron, aqui si lo hicieron brindando a este
segundo método mucho mas sensibilidad y especificidad.

A los 7 DNA de muestras fecales que no amplificaron se les trato con oligos
universales dandonos un resultado negativo y finalmente al correr el ADN directo en
gel de agarosa, observamos que la cantidad de ADN era nula y que por esta causa
no amplificaron en el ensayo de PCR.

La ruptura de células y la presencia de inhibidores son dos problemas que se
presentan frecuentemente en el aislamiento de ADN. Las heces es una de las
muestras clinicas mas complejas para la PCR directa por la presencia de inhibidores
de PCR inherentes que pueden ser coextraidos con el ADN bacteriano. Un
tratamiento adecuado depende de la eficiencia y rapidez de la deteccion del agente
causal. En vista de los resultados obtenidos en la evaluacion de los reguladores de
extraccion (SDS 2%, Xantogenato, SDS 2%-Xantogenato), se observé que con el
xantogenato se obtiene un ADN con menos contaminacién de ARN, eliminando con
esto el tratamiento con RNAasa y optimizando aun mas el tiempo mediante la
amplificacion por PCR, por lo tanto todas nuestras muestras fueron sometidas con el
regulador xantogenato para la extraccion de ADN.

Claramente, la debilitacion de cualquier paso (extension de los fragmentos
preparados de la ADN con la polimerasa de la ADN, y muchos ciclos repetidos de la
desnaturalizacion, del recocido, y de la extensiéon) en esta cadena compleja

disminuira producciones.

Después de saber que el ADN obtenido en verdad correspondia al de Escherichia

coli , queriamos realizar una tipificacion molecular para conocer si estabamos

UMSNH 53 QFB




Aislamiento de ADN y tipificacion de Escherichia coli por PCR en aislados bacterianos y
heces

tratando con cepas patdgenas o no. Basandonos en estudios anteriores, en los que
se ha demostrado que E.coli patdégena se encuentra primordialmente en nifos
esperabamos que no existiera amplificacion en ninguna ya que nuestra poblacion
estudiada como ya se describié corresponde a personas adultas; ademas de que el
propédsito es que este grupo de muestras nos sirvan de control de referencia para
proyectos posteriores. Al amplificar con iniciadores especificos mediante PCR y PCR
‘DUPLEX” para detectar los grupos patégenos de E.coli, EPEC, ETEC, EIEC,
ninguna de las muestras presenté amplificacion.
Se demostré que los resultados obtenidos por métodos moleculares estan bien
correlacionados con los obtenidos por métodos microbiolégicos convencionales.
Cabe mencionar que los dos Unicos casos que asistieron al centro de salud por un
cuadro diarreico eran personas adultas, por esto es que no hubo amplificacion con
los oligos especificos para EPEC, EIEC, ETEC, y como conclusidn nuestros
resultados muestran que la E.coli encontrada en estos pacientes no es patdégena.
En vista de la sensibilidad de deteccion, nuestro analisis puede ser aplicado como
adjunto alternativo o util a los procedimientos existentes en el laboratorio de

diagnastico.

El acercamiento divulgado es algo lento y depende de mucho esfuerzo apara poder
ser utilizado en microbiologia clinica. Sin embargo, confiamos en que el desarrollo
de las técnicas automatizadas de la amplificacion de la ADN junto con sistemas
rapidos en la deteccion de la secuencia contribuird a la utilidad del acercamiento

molecular directo en el futuro cercano.

Los resultados presentados aqui se pueden utilizar como base para el desarrollo de

metodologias moleculares para la identificacién directa de patdgenos bacterianos.
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VIIIl CONCLUSIONES

La extraccion del ADN es un factor limitador probable para el PCR

Se logro amplificar una regidn del gen 16S de rRNA especifica para E. coli de

los ADN obtenidos de ambos tipos de muestras.

El aislamiento de E.coli por métodos convencionales, no presenta una
exactitud del 100% al contrario se pueden presentar errores, ademas de que el

establecimiento de un diagnostico es demasiado lento.

Es posible la identificacion de E.coli a partir de una muestra fecal, por
métodos moleculares como lo es la PCR, proveyendo resultados con mas
especificidad y rapidez (en un mismo dia), incluso se puede amplificar E.coli en la
modalidad de muestra clinica que con aislados clinicos no lo hicieron, otorgando con

esto una ventaja mas: la sensibilidad.

Los procedimientos para la extraccion de ADN, la purificacion, y la
amplificacion de PCR descrita aqui demuestran que el PCR es una herramienta

potencialmente util en la deteccion de microorganismos.

Al realizar una evaluacién de los diversos reguladores de extraccién , se opto
por el xantogenato, pues mediante éste se obtiene un DNA con muy poca

contaminacién de RNA ,optimizando asi mas el tiempo en la amplificacion por PCR .

PCR debe implementarse como un método avanzado para el estudio de la

microflora intestinal humana.

Se comprobd que E.coli en adultos se presenta como flora normal, no asi en

nifos donde puede causar hasta la muerte.
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