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RESUMEN

Escherichia coli coloniza el intestino del humano pocas horas luego de su 

nacimiento, considerándose por ello como flora normal. 

La intención del presente trabajo, es dar a conocer la importancia del análisis de

Escherichia coli como bacteria predominante de la microflora normal así como 

demostrar principalmente que los ensayos moleculares por PCR constituyen una 

opción eficaz y segura en el establecimiento de diagnósticos rápidos comparándolos

con los métodos convencionales pues por años los estudios de la composición

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 reacción en cadena de la polimerasa (PCR) . 

Las manipulaciones enzima-dependientes de ácidos nucleicos, tales como PCR, se 

obstaculizan por la presencia en el ADN extraído de sustancias naturales inhibitorias

que no se pueden quitar por las técnicas estándares de la purificación de el ADN; y

debido  a que las heces son muestras clínicas muy complejas para la técnica de

PCR directa, por la presencia de inhibidores  inherentes que pueden ser coextraídos

con el ADN bacteriano. Un tratamiento adecuado depende de la eficiencia y rapidez

de la detección 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

amplificación por PCR , utilizando  el ADN extraído directamente de las muestras 

mediante un método que incluye xantogenato de potasio en el regulador de lisis  ; en 

este estudio se amplificó una región del gen 16S de RNAr de Escherichia coli

directamente del ADN extraído de heces de 53 pacientes con diferentes diagnósticos

médicos, así como de los aislados bacterianos obtenidos de dichas muestras  y al 

amplificar con oligonucleótidos específicos para (gen 16S de ARN), se encontró una 

banda única de amplificación de aprox. 630 pb, obteniendo con satisfacción  un 

fragmento de tamaño esperado. 
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El diagnóstico molecular basado en PCR fue comparado con el obtenido  a partir de 

los aislados clínicos. La diagnosis bacteriológica en las muestras problema era 

concordante pues amplificaron con oligonucleotidos específicos para Escherichia coli

en   46 casos ( 87%), mas 7 muestras que presentaron posible degradación de ADN 

(13 %), por otra parte los aislados clínicos presentaron una amplificación 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 específicos 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 

identificación  y confirmando que la técnica de PCR es mucho mas sensible y 

especifica. Posteriormente las muestras tratadas con iniciadores específicos para E.

coli fueron sometidas a una tipificación molecular empleando iniciadores específicos 

para  EPEC, EIEC, ETEC, ninguna de las muestras amplificó 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 diagnóstico clínico y delineamos las ventajas asociadas al uso clínico 

de este método. Los resultados presentados aquí se pueden utilizar como base para

el desarrollo  de metodologías moleculares para la identificación directa de 

patógenos bacterianos. 
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I.- INTRODUCCION 

I.1 MICROFLORA NORMAL BACTERIANA
La microflora intestinal endógena humana es un órgano esencial del ser humano  en 

el   desarrollo epitelial y en  la regulación de la  inmunidad natural (Eckburg, 2005). 

Las bacterias comienzan a colonizar la piel y la mucosa del niño recién nacido tan 

pronto como sale del útero estéril. La microflora pronto se establece y es difícil 

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 (íleon), la micro biota comienza a poseer 

características similares a las del colón. En el íleon el pH se hace más 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 microscópicos en 

las heces se aproximan a 1012 organismos por gramo de peso húmedo. Se han 

aislado más de 300 especies diferentes en las heces humanas. El colon puede 

considerarse como un gran vaso de fermentación y la micro biota consiste 

principalmente en bacterias Gram negativas  esporulantes y no esporulantes. La 

gran mayoría de los microorganismos en esta región no solo son anaerobios, sino 

que existen en gran número muchas especies diferentes. Varios estudios han 

revelado que la proporción de las bacterias anaerobias con respecto a las 

anaerobias facultativas es de aprox. 300 a 1 (Prescott ,1999) . 

Se ha postulado que más de 500 especies de bacterias están presentes en el 

intestino  y  casi 99% de ellas son anaerobios obligados

(Katouli, 2000). 

Una función importante de la barrera mucosa intestinal está en  evitar que las

bacterias que colonizan el intestino invadan órganos 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  interrupción física 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 detrás de infecciones después de lesiones severas  y/o disfunción múltiple

del órgano.

I.2 Coliformes
Los coliformes son los miembros de la flora normal del intestino que se  desplazan 

más frecuentemente a la linfa mesentérica. La composición de la flora del intestino 

parece ser un factor subestimado en la fisiopatología del desplazamiento bacteriano 

(Nettelbladt, 2002). 

Entre las diversas especies de bacterias en el intestino, los coliformes  se desplazan 

más 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 atención al papel de  la composición de la flora del 

intestino (Nettelbladt, 2002). 

La denominación genérica de coliformes designa a un grupo de especies 

bacterianas que tienen ciertas características bioquímicas en común e importancia 

relevante como indicadores de contaminación del agua y los alimentos. 

TABLA I. Clasificación 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, cáscara de huevo, etc. Aunque su

especificidad como indicadores no son buenos, se suelen usar como índice de 
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contaminación fecal por: su frecuencia en heces, su fácil detección en el laboratorio, 

sus características semejantes, en algún aspecto, a las de algunos miembros

patógenos de la familia Enterobacteriaceae.

I.2.1 CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS 
El grupo coliforme agrupa a todas las bacterias entéricas que se caracterizan por

tener las siguientes propiedades bioquímicas: ser aerobias o anaerobias facultativas;

ser Gram negativas; no ser esporógenas; fermentar la lactosa a 35°C en 48 h , 

capacidad para crecer en presencia de sales biliares, facultad para producir índol 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 

producción de ácido y gas en un periodo de aproximadamente 48 horas y con una 

temperatura de incubación comprendida entre 30-37ºC. 

I.2.2 FACTORES DE VIRULENCIA
Las bacterias de una misma especie pueden, según la cepa de que se trate, ser un 

componente de la flora intestinal normal, o por el contrario producir distintas 

patologías. Esto se debe a la existencia de diversos factores de virulencia, que 

puede expresarse, o no, según cada caso. Por otra parte, bacterias de diferente 

especie, a veces dan lugar a síndromes similares, debido a que los factores de 

virulencia están codificados genéticamente en los cromosomas, los fagos o en los 

plásmidos y pueden ser transmitidos entre bacterias, tanto de la misma como de 

diferente especie.

Entre los principales factores de virulencia encontramos: 

- Síndrome enterotoxigénico 

- Pili o fimbria (antígenos F4 y F5, antes denominados K88 y K99 respectivamente) 

-Producción de enterotoxinas: ST, LT. 

-Síndrome enterotoxémico: 

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

- Síndrome colisepticémico: 

- CLT (toxina letal). 

- Plásmido Col. V: El mecanismo por el cual confiere mayor virulencia no está bien

esclarecido.

I.3 Escherichia coli
Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,

tribu Escherichia, con un tamaño de 1.1 a 1.5 micrómetros de ancho y de 2.0 a 6.0 

micrómetros 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 más abundantes en esta localización

(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 patógenas y causar daño produciendo diferentes cuadros 

crónicos entre ellos una diarrea (González-Ángeles  2002). 

Este microorganismo es un habitante normal de nuestra flora intestinal, tiene una 

gran versatilidad metabólica, ya que puede utilizar muchos sustratos diferentes para

crecer y adapta fácilmente su metabolismo a diferentes condiciones nutricionales y

de aireación (Pettinari, 2000). 

I.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 año, ocupa el cuarto lugar con un total de 1,493 

defunciones. Para el Estado de Michoacán 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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I.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 científicos han identificado mas de 200 serotipos de E. coli, muchos 

de los cuales no son nocivos o son benignos(Yu-Cheng, 2006). 

La mayoría 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). 

I.3.2.a) Clasificación de Escherichia coli no diarreagénica
 Existen  3 virotipos responsables de infecciones extraintestinales:

Escherichia coli.  Uropatogena UPEC.

 Escherichia coli causante de meningitis neonatal NMEC.

 Escherichia coli.  Necrotoxigénica NTEC.

Escherichia coli  Uropatógena UPEC.
Escherichia coli es el principal patógeno oportunista causante de infecciones urinarias

y septicemias tanto en seres humanos como en los animales. Escherichia coli 

Uropatógena 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 más comunes en 

humanos y Escherichia coli es el patógeno que mas frecuentemente causa ITU. Las 

cepas de E. coli uropatógenas poseen un grupo de factores de virulencia los cuales

median ITU y que normalmente no están 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 podrían 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 permitirá entender el mecanismo 

patógeno de dichas bacterias y su tratamiento medico en nuestro país (Ángel, 2005). 

Escherichia coli causante de meningitis neonatal NMEC.
 E. coli es la bacteria Gram negativa más comúnmente productora de septicemia 

durante el período neonatal. Alrededor del 40% del as cepas de E. Coli que causan 

septicemia poseen el antígeno capsular K1 y es normal identificar cepas idénticas a 

las sanguíneas en los cultivos de nasofaringe o recto del paciente. Las

características clínicas de la sepsis por E. coli son generalmente similares a las

observadas en los recién nacidos con enfermedad causada por otros patógenos.

Hoy en día es materia de preocupación, la aparición de infección en neonatos

prematuros, sobre todo después de rotura de membranas, causadas por

enterobacterias resistentes, hecho favorecido por el uso abusivo de antibióticos en la 

madre (Ruvinsky ,2002). 

Las infecciones del torrente sanguíneo 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 necrotización citotóxico (CNF) (De Rycke 

1999). También se ha sugerido que NTEC pudo ser patógeno 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 niños sanos y por lo tanto, la 

asociación de E.coli NTEC con diarrea humana y animal debe ser investigada 

cuidadosamente ( Lugo ,2000) . 



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

UMSNH                                                          16                                                            QFB 

I.3.2.b) Clasificación de Escherichia coli diarreagénica
Las categorías de Escherichia coli diarreagénica son difíciles de distinguir de 

aquellas que son de flora intestinal normal de humanos, los factores de virulencia

específicos para cada categoría se encuentran codificados en una gran variedad de 

elementos genéticos como cromosoma, bacteriófagos, transposones, plásmidos e 

islas de patogenicidad y el dinamismo de estos últimos elementos provee un 

problema para la categorización de los diferentes patotipos (Martínez, 2002).

Con  base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clínico, las cepas de E. coli

causantes de diarrea se clasifican en seis grupos (Rodríguez-Ángeles 2002):

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

Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC) 

Escherichia coli Enterohemorrágica (EHEC) 

Escherichia coli Enterotoxigénico (ETEC) 

Escherichia coli Enteroinvasivo (EIEC) 

Escherichia coli Enteroagregativo(EAEC)

Escherichia coli De Adhesión Difusa (DAEC)

Rodríguez-Ángeles 2002

E. coli enteropatógena  (EPEC)
EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta 

principalmente a niños menores de seis meses y a los de dos años. También puede 

aislarse en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor 

predisponente como diabetes. La forma de transmisión de la enfermedad es fecal-

oral por manos contaminadas de manipuladores de alimentos. Los reservorios de 

EPEC pueden ser niños y adultos con o sin síntomas (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 colonización de antigénica),
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siendo su principal mecanismo de patogenicidad la síntesis de alguna o ambas 

enterotoxinas llamadas toxina termolábil (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 niños menores 

de dos años, y en particular durante los primeros seis meses de vida. La frecuencia 

de aislamiento de este grupo patógeno de E. coli en niños con diarrea es de 10 a 

30% (Margall , 2000). 

E. coli enteroinvasiva ( EIEC)
El grupo EIEC y Shigella spp están relacionados genética y bioquímicamente ya que 

son descarboxilasa negativas, no móviles y lactosa negativas. El mecanismo de 

patogenicidad de EIEC es la invasión 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 

multiplicación de la EIEC dentro de la célula y diseminación a células sanas 

adyacentes. La información genética para este mecanismo está en loci del 

cromosoma y del plásmido, además de tener la capacidad de elaborar una o más

enterotoxinas que pudieran ser importantes en la producción de diarrea. Las cepas 

EIEC se asocian más con brotes que con casos aislados, en los cuales la 

transmisión puede ser de persona a persona, por ingestión de alimentos y agua 

contaminada, convirtiéndose en un patógeno importante en niños mayores de seis

meses

(Margall  ,2000). 

E. coli enterohemorrágica (EHEC)
Riley describió y relacionó a EHEC con brotes caracterizados por dolor abdominal,

diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, cuadro al que se le llamó colitis

hemorrágica (CH) y que era debido a la ingestión de carne cruda o mal cocida. La 

bacteria aislada de todos los casos fue E. coli del serotipo O157:H7. Karmali en 

1983, la asoció con casos aislados de síndrome urémico hemolítico (SUH) 



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

UMSNH                                                          18                                                            QFB 

caracterizado por daño renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolítica 

microangiopática, precedida por diarrea con sangre, con la presencia en heces de E.

coli productora de una citotóxica con actividad en células Vero, por lo que se le llama 

verotoxina (VT), y a las cepas capaces de producirla se les denominó E. coli

verotoxigénicas (VTEC). Además, se observó que la citotóxica se neutralizó con 

antitoxina obtenida a partir de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se le 

llamó "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 incubación de EHEC es de 1 a 8 días; inicialmente produce diarrea sin 

sangre, con o sin vómito, dolor abdominal, fiebre, y después de 1 a 2 días la diarrea 

se torna sanguinolenta y se intensifica el dolor abdominal, de una duración de 4 a 10 

días, con heces abundantemente sanguinolentas (Bellin, 2001).

E. coli enteroagregativa (EAEC)
Scaletsky y Nataro encontraron cepas aisladas de pacientes con diarrea, las cuales

por serología no correspondían al grupo EPEC pero si presentaban un patrón 

característico de adherencia diferente a EPEC y que además eran negativas a la 

prueba de EAF. En el mecanismo de patogenicidad de EAEC están 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 producción y secreción de 

moco que atrapa a las bacterias que se auto aglutinan en una fina película en el 

epitelio intestinal. 

El sitio blanco de daño de EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y 

delgado, con un periodo de incubación de menos de ocho horas y puede durar hasta 

18 o 20 días. 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 fenómeno de adherencia difusa. Los genes que codifican para esta fimbria se 



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

UMSNH                                                          19                                                            QFB 

pueden encontrar en el cromosoma o en un plásmido., las cepas DAEC tienen la 

capacidad de inducir la formación de estructuras protuberantes, semejantes a dedos,

las cuales confieren protección 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 más importante en niños de 4 a 5 años. Los principales síntomas que 

se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos. Pero puede presentar

falsos positivos, y el diagnóstico empleando PCR aún no se ha desarrollado

(Scaletsky,2002).

Para determinar el grupo patógeno al que pertenecen Kauffman desarrolló un 

esquema de serotipificación que continuamente varía y que actualmente tiene 176 

antígenos somáticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). En la tabla 

siguiente se muestran algunos métodos de estudio de los diferentes grupos

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

GRUPO MECANISMO DE
PATOGENICIDAD

PRUEBAS

ETEC Enterotoxina LT y ST Asa ligada de conejo para LT 
Efecto citopático en células CHO, VERO y YI para LT
Ratón lactante para ST 
RIA para ST 
Elisa para LT y ST 
Hibridación en fase sólida “colony blot” con sondas para LT y 
ST
Hibridación Southern
PCR (ST y LT)

EPEC Adherencia localizada Adherencia localizada en células Hep-2 y HeLa 
Prueba de FAS
Extracción del plásmido EAF 
Hibridación en fase sólida “colony blot” (EAF, Bfp) 
Hibridación Southern (EAF, Bfp) 
PCR (EAF,Bfp) 

EIEC Invasividad Prueba de sereny en cobayo
Invasividad en células HeLa
Captación de rojo de congo
Extracción de plásmido de 140 MDa 
ELISA para el gen ipaC necesario para la invasión
Hibridación con sondas derivadas del plásmido pInv 
PCR para genes ial, ipaH

EHEC Citotoxinas STX1 y 
STX2

Serotipificación
Efecto citopático en células VERO, HeLa causado por STX
ELISA
Aglutinación en látex
Inmunofluorescencia
Separación inmunomagnética
Extracción de plásmido
Hibridación Southern
PCR (eae, SLTI, SLTII, plásmido pO157) 
Campos pulsados
Fagotipificación

EAEC Adherencia agregativa Adherencia agregativa en células Hep-2 y HeLa 
Plásmido de 65 MDa 
Hibridación con sonda obtenida del plásmido de 65 MDa
PCR (plásmido)

DAEC Adherencia difusa Adherencia difusa en células Hep-2 y HeLa 
Hibridación con sonda para la fimbria F1845

Modificado de Rodríguez Ángeles, 2002
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I.4 METODOS EMPLEADOS  EN LA IDENTIFICACIÓN DE
Escherichia coli
La microbiología clínica se ha beneficiado mucho de los progresos tecnológicos en 

equipos, programas informáticas y bases de datos, biología molecular e 

inmunoquímica. En lo que respecta a los métodos de detección de microorganismos

en muestras clínicas, se ha producido un cambio de los métodos múltiples pasos

descritos anteriormente a procedimientos y sistemas unitarios que incorporan la 

estandarización, miniaturización, mecanización y automatización (Prescott ,1999). 

Para el aislamiento, la identificación y la caracterización de cepas de E. coli se 

aplican métodos tradicionales, métodos in vivo e in vitro y de biología molecular. Los

métodos usados en la identificación de bacterias  se basan en el análisis

morfológico, fisiológico, bioquímico y datos genéticos de las bacterias blanco 

(Chizhikov, 2001). 

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

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

I.4.1   DIAGNOSTICO MOLECULAR
Los métodos moleculares se han desarrollado para  aumentar la rapidez del análisis.

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 confirmación. Por lo 

tanto, alguno de  estos métodos permiten la detección de cultivos específicos  y/o 

bacterias no cultivables dentro de horas, en vez de los días requeridos con los

métodos tradicionales

 (A. Rompre, 2002). 

Las pruebas moleculares como RFLP, hibridación, campos pulsados, PCR y RAPD-

PCR pueden detectar hasta 102 UFC/0.1g de materia fecal, además de que permiten 

realizar una subtipificación con fines epidemiológicos de este grupo de bacterias

(Boop ,1999). 

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

detección directa de  los genes específicos de bacterias en muestras clínicas y de 



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

UMSNH                                                          22                                                            QFB 

alimento y  muchos oligonucleotidos de las especies o género específicos han sido

utilizados para tal fin (Tsen, 2001; Rudi y col., 2000). 

La detección de coliformes por métodos genético moleculares u obtención de huellas

moleculares se pueden realizar por dos estrategias: las huellas basadas en la 

hibridación tipo Southern y las huellas basadas en la amplificación de regiones

genéticas mediante PCR (Katouli, 2000). 

I.4.2   DESARROLLO DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA
La técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés 

se basa en la replicación del ADN en los organismos eucariotas realizada por la ADN 

polimerasa. Estas enzimas realizan la síntesis de una cadena complementaria de 

ADN en el sentido 5´-> 3´ usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una 

región de doble cadena. Para crear esta región doble cadena se usan los

denominados iniciadores (primers). Son una pareja de oligonucleótidos 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 repetición de un ciclo formado por

tres etapas:

1ª Desnaturalización del ADN doble cadena
2ª Hibridación de los iniciadores a la zona 3´ específica de cada una de las 
hebras
3ª Extensión del cebador por actuación de la ADN polimerasa
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Figura .  1 : Pasos básicos de la PCR (de Andy Vierstracte 1999)

Este proceso se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que 

automáticamente controla y alterna las temperaturas durante períodos programados

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

Figura. 2 : Amplificación exponencial del PCR (de Andy Vierstracte 2001)
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La detección del producto de la Reacción en Cadena de la Polimerasa se realiza

normalmente mediante corrido electroforético, dependiendo del tamaño de la 

amplificación y la resolución que deseemos utilizaremos diferentes medios (agarosa, 

poliacrilamida) a distintas concentraciones. La posterior visualización se puede 

realizar con bromuro de estudio (lámpara de luz UV), tinción de plata, fluorescencia,

radioactividad.

I.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 desempeña papeles significativos en la 

digestión del alimento, el metabolismo endógeno y los compuestos exógenos, la 

immunopotenciación, y la prevención de la colonización del aparato gastrointestinal 

por los patógenos y por lo tanto está implicado en mantener la salud humana 

(Matsuki, 2004).

Para entender la relación 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 detección moleculares

más sensibles y más exactos ha traído nuevas penetraciones al campo (Tanaka, 

2004).

Los estudios de la composición genética de poblaciones bacterianas han sido 

obligados  tradicionalmente a depender de métodos basados en cultivos

(Herrick ,1998). 

Los microbiólogos 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 hibridación que se realiza entre el ADN blanco presente 

en la muestra y el iniciador que es una secuencia específica de un gen involucrado

en la patogenicidad de cepas de E.coli (López-Saucedo 2003). 
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El análisis del ARNr extraído o del ADN ribosomal  (ADNr) ha probado ser

particularmente útil para identificar bacterias (Herrick ,1998). 

Debido a que los ribosomas son críticos para la función 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

están altamente obligadas y se han conservado notablemente a través de la 

evolución (Herrera, 1999). El 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 comparación de las secuencias de gen 16S de ARNr, ha facilitado la 

identificación de bacterias, incluyendo microorganismos no cultivables y la 

elucidación de sus relaciones naturales. Consecuentemente, estas pueden ser 

utilizadas para determinar relaciones taxonómicas entre especies que presentan

poca interrelación en su ADN (Pace, 1996). 

Inicialmente se comenzaron a realizar estudios de secuenciación del gen 16S 

de ARNr, posteriormente, los estudios se extendieron al gen 23S. Las secuencias

nucleotídicas constantes del gen 16S presentan la ventaja de proporcionar un sitio 

de iniciación adecuado para la elongación de los iniciadores y así aplicar de forma 

más fácil la técnica de secuenciación (Dams y col., 1988). 

Las moléculas del ARNr consisten típicamente en  las secuencias altamente 

conservadas entremezcladas con regiones de secuencias más variables (Tyson, 

2001).  Junto con el desarrollo de la técnica de PCR (Schleper, 2001), este 

conocimiento ha proporcionado un acercamiento para el reconocimiento de 

patógeno bacterianos.

A mediados de los años 80, se realizó un acercamiento molecular que punteó 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 ácidos nucleicos se extraen directamente de muestras 

ambientales, las secuencias del ADNr 16S se aíslan típicamente vía 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 localización en un árbol filogenético y pueden actuar así  como un marcador 

para el organismo de el cual fueron obtenidas (Hugenholtz, 2002). 

La mayoría de las pruebas de PCR se basan en la detección de las secuencias

bacterianas del ARNr de la subunidad 16S (Nozaki ,2001).  Esta subunidad del ADN

está presente en copias múltiples 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 detección  de 

bacterias no cultivadas y ha sido la más utilizada  para la amplificación universal de

ADNs de una amplia gama de los organismos  por el método de PCR

(Guiver ,2000). 

En la última década, fueron desarrolladas numerosas técnicas basadas en la PCR 

para ser utilizadas en el diagnóstico de microorganismos patógenos presentes en 

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

I.4.4 Ventajas de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ha conducido a  una detección rápida 

y sensible de E. coli en muestras clínicas y en varios alimentos (Fratamico  2000;

McKillip  y Drake 2000; Hsu y Tsen 2001). 

La detección del gen  bacteriano  en especimenes clínicos por PCR tiene una 

sensibilidad y una especificidad más altas que cultivar la sangre y puede 

proporcionar una manera rápida para determinar la etiológica de la septicemia

neonatal (Shang,  2005).

La PCR es específica y sensible, detecta una gran diversidad de tipos de E.coli con 

facilidad, rapidez y economía, además de permitir una fácil manipulación de la

muestra (López-Saucedo 2003) y analizar genómicamente  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, además de dar resultados en el mismo día para organismos 

que normalmente tomarían varias semanas usando tecnologías convencionales

(Poza, 2001). 

Hasta hace poco, la identificación microbiológica requería de aislamiento de cultivos 

puros seguido por múltiples pruebas bioquímicas o fisiológicas. Un microbiólogo 

exitoso era determinado por la habilidad de cultivar microorganismos.

Consecuentemente, cualquier acercamiento para identificar poblaciones microbianas

específicas sin cultivo, directamente en su ambiente natural, podría ser 

revolucionario, a partir de esto podría cambiarse el carácter de la microbiología

(Amann y col., 1995). El uso de la PCR podría tener ventajas, puesto que detecta la 

presencia de bacterias  sin requerir ser cultivadas  (Heininger, 2004). 

Las secuencias del ARNr han demostrado ser extremadamente útiles para los 

estudios de la taxonomía bacteriana (Engstrand, 1992). 

Además de la información taxonómica el análisis de ácidos nucleicos extraídos PCR 

puede proporcionar la información sobre la variación genética en las poblaciones 

microbianas que realizan ambientalmente funciones importantes (Herrick ,1993). 

Otra ventaja de PCR bacteriano es que los patógenos raros o inesperados pueden 

ser encontrados  (Rantakoko, 2000).

PCR puede ser utilizado para amplificar genes bacterianos directamente de las

muestras clínicas, con el fin de establecer diagnosis etiológicas de varias

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

I.4.5 Aplicaciones de  la técnica de PCR
La técnica de PCR  resuelve las demandas mas importantes de la detección directa 

de Listeria monocytogenes en quesos suaves (Delfgou  1991). Helicobacter (K.

Wernars  1992, Sajan 2004) además que ofrece ventajas significativas en tiempo y

en manipulación en la detección 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),  y B.
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thuringiensis, B.anthracis y B.mycoides (Ash y otros., 1991;  Giffel y otros., 1997). el 

Estafilococcus spp. y vibrión spp (Cheng,  2005). 

Por otra parte se ha divulgado la amplificación de genes bacterianos de superficies

ambientales y de  agua subterránea por la reacción en cadena de la polimerasa PCR 

( Batr ,1993) . 

Detección de mutaciones: La técnica de PCR nos permite localizar mutaciones

previamente descritas. Se emplea así en la secuenciación de ADN como un método 

de diagnóstico: Una vez que se ha caracterizado la relación con una enfermedad de

una determinada mutación puntual (mutaciones en el gen de la galactosa 1P 

uridiltransferasa en la galactosemia, mutaciones en c-Ras y cáncer, etc.) o de una 

pequeña deleción (deleción de tres bases en el gen CFTR de fibrosis quística )

puede desarrollarse un método de detección rutinario, la secuenciación automática 

puede implementarse como método de screening para la localización de nuevas 

mutaciones. Secuencias de ADN a partir de unas pocas copias intactas presentes en 

especimenes de museos y descubrimientos arqueológicos en los cuales la mayoría 

de las moléculas están dañadas o degradadas, para proceder posteriormente a su 

estudio mediante secuenciación (Lisker, 2000). 

Secuenciación de ADNs fósiles: 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 arqueológicos en los cuales la mayoría 

de las moléculas están dañadas o degradadas, para proceder posteriormente a su 

estudio mediante secuenciación (Rodríguez, 2000). 

PCR demuestra una promesa como herramienta eficaz para investigar los efectos

del prebióticos o de probióticos, de los efectos secundarios de antibióticos, y de la 

relación entre la microflora y las enfermedades digestivas, tales como enfermedad 

inflamatoria del intestino, las enfermedades infecciosas, y el cáncer de los dos

puntos  (Nikkari, 2000). 

Diagnóstico prenatal/Diagnóstico reimplantación: Diagnóstico de enfermedades

hereditarias o determinación del sexo del feto previamente a su implantación en

procesos de fecundación in Vitro. Una o dos células del preembrión se retiran en el

estado de ocho a dieciséis células, previo a la implantación. Estas pueden utilizarse
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para amplificar un gen o genes específicos y así estudiar la enfermedad genética o 

el sexo (utilizando genes específicos del cromosoma Y) (Poza ,2001). 

PCR demuestra en la actualidad una herramienta útil en: Investigación en 

microbiología para la identificación de especies, Identificación de especies

vegetales, Diagnóstico de enfermedades, Análisis de ADN antiguo, Investigación 

básica en bioquímica y biología molecular, discriminación alélica , Expresión 

génica/Cuantificación de ARN , detección de SNPs (Single nucleotide 

polymorphisms) , Genotipo de mutaciones especificas, Análisis de ADN fósil,

Mutagénesis, Clonación de genes, test de paternidad entre otros . 

La técnica de PCR puede utilizarse para amplificar cantidades muy pequeñas de 

ADN específico y proporcionar material suficiente para secuenciar y clonar el 

fragmento con preedición mediante técnicas estándar ( Prescott, 1999). 

La técnica de PCR se ha empleado en la detección de supuestos cultivos de 

Escherichia coli Enteroagregativa EAEC (Morais, 2002) en evaluación de genotipos

de Escherichia coli  (Meacham, 2003; Vidal 2004), esta técnica ha sido comparada

con las de cultivo en la detección de Porphyromonas gingivalis concluyendo que el 

primero ofrece ventajas significativas con respecto a la rapidez y a la sensibilidad 

(Boutaga ,2003) ,además permite investigar la composición de la flora intestinal 

humana usando la ADN extraída de muestras fecales obteniendo una sensibilidad 

mas alta ( Matsuki ,2004). 

I.5 Técnicas de  extracción de DNA 
Muchos tipos de muestras en especial las heces contienen inhibidores de PCR 

(González y otros. 1999), por ello requieren una correcta extracción del acido

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

La purificación del ADN  de bacterias es una herramienta esencial en  la tecnología 

del ADN recombinante y se ha convertido en una tarea esencial en los  laboratorios y 

en las industrias (Chowdhury ,2005). 

La ADN genómico puede ser extraído con el  Kit  Qbiogene (Carlsbad, CA) .La lisis

de la célula de cultivos puros  se logró  con una máquina de FastPrep  (Qbiogene)

los ADN fueron extraídas usando el DNeasy  kit del tejido fino (QIAGEN, Valencia, 

CA) según las instrucciones del fabricante. El  ADN fue cuantificado usando la 

solución de la cuantificación de PicoGreen  (Molecular Probes Inc.) y un fluorómetro 

TBS-380 (Turner BioSystems Inc., Sunnyvale, CA) que usa ADN genómico de E.

coli como estándar. Los resultados de la cuantificación obtenidos con el fluorómetro

fueron comparados con la banda ADN genómica 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 suspensión fue hervida 

por 10 minutos y después rápidamente refrescada y llevada a cabo en 220°C por 1 

minuto para desnaturalizar el  ADN. Después de la centrifugación a 12.000 por 5 

minutos, la pastilla extraída del DNA  fue distribuida en los frascos estériles

esterilizados en alícuotas 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 identificación toma aproximadamente  1.5 h , mientras que por medio 

de la columna las muestras requieren la precipitación 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  días usando los cultivos estandar  y pruebas

bioquímicas, a  entre 1 y 2 días, 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 extracción con buffer tritón X-100 al 1% (Merck,

Germany) y  el kit comercial (Wizard™, Madison, Wisconsin.). Se ha demostrado 

que el primero permitió obtener cantidades adecuadas de ADN para la PCR, 

tratándose de una técnica más rápida, menos laboriosa y más económica que la 

utilización de equipos comerciales. Por este motivo es la recomendada en la rutina

diagnóstica  (Leotta,  2005). 

Otros kit comerciales son: IsoQuick Kit, NucliSens kit y QIAamp kit, los

resultados falsos-negativos en la PCR pueden ser debidos a la presencia de 

inhibidores presentes en la muestra o que hay pequeñas cantidades de organismos.

La presencia de grandes cantidades de bacterias en relación a la cantidad blanco de 

E. coli puede resultar en una sensibilidad menor en los ensayos. Todos los kit 

comerciales fueron rápidos y fáciles de usar, aunque el ADN extraído con el kit

QIAamp no requiere diluciones adicionales del ADN antes de la PCR (Spano, 2005). 

El  microsistema bioanalítico 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  centrifugación para quitar desechos de la célula y 

recuperar ADN genómico  altamente purificado (Elsevier ,2005). 

Existe una extracción que se basa en diluciones altas de  bacterianas  sometidas a 

un intermediario de TAE (10 microlitros Tris-HCl, EDTA de 1 microlitro; pH 8.0).

Cada suspensión es hervida por 15 minutos para  llevar acabo la lisis de las células

y así cada aislado se identifica con cartillas grupo-especificas de PCR (Matsuki

,2004).

Otra técnica de extracción, 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 precipitación con isopropanol.  Finalmente, el ADN fue 

suspendido en 1 ml de Tris-tris-EDTA (Matsuki ,2004). 

El ADN  también ha sido  extraído con un volumen igual de una mezcla del alcohol 

fenol-cloroformo-isoamilico.  Después de otra extracción con alcohol isoamílico 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 milímetro, pH 8,0) 

(Engstrand,1992).

En  la extracción  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 solución del lysozyma 

(150 microlitros  de NaCl, 100 microlitros de Na, EDTA (pH 8,0) en 37°C por 2 h.

Una solución del sulfato dodecil de sodio (SDS) (100 microlitros  de NaCl, 500 

microlitros Tris-HCl (pH 8,0), el 10% SDS) fue agregada, y la mezcla de reacción es 

mezclada e incubada en la temperatura ambiente por 5 minutos y entonces el sólido

alternativamente congelado en nitrógeno líquido y deshelada en un baño de agua 

65°C tres veces.  Una solución del acetato del amonio (7,5 M) es agregada  para

alcanzar una concentración 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 glicógeno 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 proteínas y el RNA se podrían quitar por un simple lavado suave con  Tris  y el 

ADN multimerico del plasmido ,  se podría enjuagar en un solo paso del agregado de 

la proteína. Además, el ADN aislado del plasmido  se podía digerir fácilmente por las 

enzimas de restricción y tener alta funcionalidad en la expresión de la proteína. Así, 

en vista de su simplicidad notable y de la eficacia en producir ADN suficientemente 

puro del plasmido, la nueva estrategia emergería una herramienta útil en tecnología

recombinante moderna y usos terapéuticos (Chowdhury, 2005). 

Así pues, se ha revelado totalmente una nueva técnica  para aislar la DNA altamente 

puro del plásmido en manera más simplificada y menos desperdiciadora de tiempo, 

teniendo  usos inmediatos en los laboratorios.

El aislamiento sobre todo de formas multiméricas del  ADN del plásmido por este 

nuevo acercamiento pudo tener  efecto aditivo sobre funcionalidad desde la 

coexistencia  de copias múltiples de un solo gene y podría realzar notablemente  la 

eficacia de la expresión del gene (Vob y otros.,  2003).
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I.5.1  Problemáticas en la obtención de DNA útil para la técnica de PCR 
Las  técnicas basadas en cultivos  son demasiado lentas proporcionando resultados

solamente después de algunos días,  y son muy dependientes del medio y la 

temperatura  incubación (Spano ,2004).

Sin embargo, muchos tipos de muestras en especial las heces contienen inhibidores 

de PCR (González 1999), por ello requieren una correcta extracción del acido

nucleico (Fratamico  ,2000).

Recientemente, cadena de la polimerasa la reacción (PCR) ha llegado a ser una 

rápida 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,

polisacáridos,  y heparina (Stacy-Phipps 1995; Lantz y otros., 1997; Wilson, 1997).

Por lo tanto, se confía en la detección de  los patógenos  usando  técnicas de 

extracción de ADN antes de llevar acabo la PCR. Estas técnicas deben disminuir la 

cantidad  de las sustancias que inhiben PCR sin la reducción en la  producción del 

ADN. (Wilson, 1997; Stewart  1998  Trochimchuka 2003).

La PCR ha llegado a ser una herramienta rápida y confiable para el diagnostico 

basado en biología molecular de una gran variedad de enfermedades infecciosas. La 

PCR ha sido aplicada para la detección de microorganismos de cultivos microbianos,

tejidos y directamente de muestras clínicas. Muestras fecales están entre los

especimenes mas complejos para probar directamente por PCR debido a la 

presencia de inhibidores inherentes que a menudo son extraídos 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 extracción simple de ADN que facilitarían y 

mejorarían la sensibilidad de detección por PCR de patógenos entéricos de 

muestras fecales (Spano, 2005). 

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

análisis de PCR es muy susceptible a la inhibición por los compuestos que pueden 
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estar presentes en una muestra. Consecuentemente, la extracción y la purificación 

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 contaminación del  ADN como resultado de su  fabricación y purificación 

incompleta. La enzima que se expresa como proteína recombinante en E. coli o es

comúnmente  obtenida como proteína 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 físico, químico, y o  medios

enzimáticos (Guiver, 2000). 

II JUSTIFICACION 

La tecnología molecular representa una herramienta rápida y practica para detectar

la presencia de genes patógenos, una de estas técnicas es la reacción en cadena de 

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

sensibilidad, especificidad, rapidez comparadas con lo métodos convencionales. 

III  OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

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

la ciudad de Morelia, Michoacán, México

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

problemas gastrointestinales. 

 Identificar E. coli por PCR en ADN de heces y aislados bacterianos.
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IV ESTRATEGIA (MATERIAL Y METODOS) 

Pacientes con diarrea

Verificación de la calidad de ADN

Ensayo de PCR con oligos específicos

Recopilación de Datos 
de los pacientes

AISLADOS
BACTERIANOS

HECES

MUESTREOMUESTREO

Extracción de ADN
de alto peso molecular 

Determinación 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 (0ctubre 

2004 a Abril del 2005).

V.2  MEDIO DE CULTIVO
Los aislados de E.coli  se crecieron en Agar Nutritivo, (BD Bioxon MR) preparado de 

acuerdo a las especificaciones del proveedor, posteriormente se esteriliza a

121 C/15lb /pulg2.

V.3 CONSERVACION DE CEPAS
Nuestras muestras se conservaron, sembrándolas en agar francés por picadura y 

después incubándolas a 37 C por 24 horas. 

Este medio para conservación de cepas bacterianas se prepara agregando a un litro 

de agua desionizada Caldo nutritivo (BD BioxonMR), 10 g; Cisteina (SIGMA®), 10 mg; 

NaCl (J.T. Baker ®),5 g ;  Timina (SIGMA®),10 mg;   y agar bacteriológico (BD Bioxon
MR), 6 g. Posteriormente se esteriliza a 121 C/15lb /pulg2 . Finalmente se vacía 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 sólido y cosechadas con 

ayuda de una espátula previamente esterilizada,  se colocan en 400 μL de regulador

de lisis (Tris-HCl 100mM pH 8.0, Xantogenato de potasio 50mM, NaCl 100 mM, 

EDTA 50mM ) en un tubo de microcentrifuga, agitando vigorosamente durante 10 

minutos. A continuación se agregan 400 μL de cloroformo y se agita en el vórtex

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 

orgánica. Se extrae con un volumen de fenol-cloroformo, centrifugando durante 5 

minutos a 10 000 rpm y transfiriendo el sobrenadante a otro tubo. El ADN se 

precipita con 1 volumen de isopropanol frío incubando 10 minutos a -20 C y

centrifugando durante  10 minutos a 10 000 rpm. El  sobrenadante se desecha y la 

pastilla se lava con 250 μL de etanol al 70% y se deja secar a temperatura ambiente 

para finalmente resuspender en un volumen mínimo de agua, aproximadamente 20 

μL. 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 -20ºC  hasta su utilización. 

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 separación de moléculas como consecuencia de 

su diferente movilidad en un campo eléctrico. Por lo tanto, el parámetro 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 tamaño 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 μL. El gel se prepara  vaciando la agarosa en la cámara de 

electroforesis,  se colocan los peines. Se deja solidificar y se retiran los peines. Se 

agrega TAE 1X a la cámara 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 cámara 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 

fotografía.

V.6  ESPECTROFOTOMETRIA 
La pureza y la concentración del DNA fue determinada según la relación entre la 

absorbancia a 260, 280 y 320 nm de longitud de onda según 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 IV: Secuencia de oligonucleotidos específicos para Escherichia coli y

tamaño del fragmento 

Sabat, 2000 

CEPA GEN
CLAVE

DEL
OLIGO

SECUENCIA
TAMAÑO DE
FRAGMENTO

(pb)

E. coli 16S ECA75F 5´GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC3´ 544

ECR619R 5´AGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTA3´

La composición de la mezcla de incubación para la PCR es: Tris-HCl pH 9.0

10 mM, MgCl2 1.0 mM, 0.2 mM de cada deoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP,

dGTP, dTTP), .5Mm de  cada oligonuleotido (ECA75F, ECR619), 

0.5 U de Taq polimerasa y 25 ng de ADN en un volumen total de 25 L. La 

amplificación por PCR fue realizada en un termociclador GeneAmp® PCR System

2700 de Applied Biosystems bajo las siguientes condiciones: desnaturalización a 

94 C por 30 segundos , seguido por 35 ciclos de desnaturalización a 94 C por 45 
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segundos, alineamiento a 65 C por 45 segundos y extensión a 72 C por 45 

segundos. Después de completados lo 35 ciclos, una extensión 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 DETERMINACIÓN DE PATOTIPOS DE Escherichia coli 

TABLA V: Secuencia de oligonucleótidos específicos para cepas patógenas de 

Escherichia coli y tamaño del fragmento 

CEPA GEN
CLAVE

DEL
OLIGO

SECUENCIA
TAMAÑO

DEL
FRAGMENTO

(pb)
ETEC LT LT-1 5´GCGACAAATTATACCGTGCT3´ 708

LT-2 5´CCGAATTCTGTTATATATGT3´

ETEC ST ST-1 5’CTGTATTTGTCTTTTTCACCT3´ 182

ST-2 5´GCACCCGGTACAAGCAGGAT3´

EIEC ipaH EI-1 5´GCTGGAAAAACTCAGTGCCT3´ 424

EI-2 5´CCAGTCCGTAAATTCATTCT3´

EPEC BFP EP-1 5´CAATGGTGCTTGCGCTTGCT3´ 324

EP-2 5’GCCGCTTTATCCAACCTGGT3´

Basado en Harris, 1998 y Tornieporth 1995

La composición de la mezcla para la reacción de amplificación es: Tris-HCl pH

9.0 10 mM, MgCl2 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 L. La amplificación por PCR se realiza en un 

termociclador GeneAmp® PCR System 2700 de Applied Biosystems bajo las

siguientes condiciones: desnaturalización a 94 C por 5 minutos, seguido por 35 

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

extensión 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 reacción. En esta ocasión en una reacción se usaron los

oligonucleotidos para amplificar el gen LT y ST de ETEC, que se muestran en la 

tabla V, en una sola reacción. Así como para identificar a EPEC y EIEC se utilizaron

sus respectivos oligonucleotidos en una sola reacción. La composición de la mezcla 

de amplificación  para cada PCR “duplex” es: Tris-HCl pH 9.0 10 mM, MgCl2 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 L. La amplificación por PCR “duplex” fue realizada en un termociclador

GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 

desnaturalización a 94 C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturalización a 

94 C por 45 segundos, alineamiento a 50 C por 1 minuto y extensión a 72 C por 1 

minuto. Después de completados lo 35 ciclos, una extensión 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

VI.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 estadísticas que 

nos servirán en el desarrollo de nuestra discusión. Como ya se menciono el 

muestreo comprendió 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.

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

A estos pacientes se les clasifico de acuerdo a la edad, y descubrimos que la mayor 

proporción pertenecía a un grupo de edad mayor de 50 años (31%) y la menor 

proporción se dio entre los 0- 10 años y 20-30 años (6%). 

Figura . 4 : Distribución de acuerdo a la edad de los pacientes
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Además queríamos ver que patologías presentaban los pacientes tratados y

notamos que las causas frecuentes  para la visita al medico son  en su mayoría  por

colitis (7 casos), procesos alérgicos (6 casos) que por un cuadro diarreico 

propiamente (2 casos) 

TABLA VI: Diagnóstico presentado por pacientes tratados 

D X CASOS

Cefalea 2

colitis 7

Insuficiencia Renal 1

Dislipidemia 1

Reflujo gastroesofágico 6

Dermatitis Atópica 2

Rinitis Alérgica 4

Neurosis depresiva 1

Desnutrición 1

Sx Febril 1

Estenosis esofágica 1

Gastritis 1

Dx Diarréico 2

Lupus Eritematoso 2

Diabetes Mellitas 1

Linfoma 1

N.D 18

N.D = No determinada
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Figura. 5 : Distribución de diagnóstico presentado por pacientes tratados.

VI.2  ENSAYOS DE EVALUACIÓN DE LOS REGULADORES DE      EXTRACCIÓN
DE DNA 

Para poder llevar acabo la amplificación de PCR con una buena calidad y cantidad 

de ADN se llevó acabo una evaluación de los reguladores de extracción que se 

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

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

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

50mM

C) Tris-HCl 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%  teñido con bromuro de etidio que muestra el DNA obtenido con los
diferentes reguladores de extracción (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 espectrofotómetro de 
muestras no tratadas con RNAasa

Muestra

(No. De
carril)

=
260

=
280

= 320 Conc. De
proteínas
Ug/ml

Conc.
DNA
Ug/ml

2 0.029 0.022 -0.003 14.41 1.117

3 0.033 0.025 0.006 8.894 1.060

4 0.040 0.023 -0.003 7.775 1.793

5 0.010 0.009 -0.004 9.000 0.400

6 0.052 0.042 0.007 19.97 1.562

7 0.048 0.037 0.011 13.03 1.562

8 0.029 0.024 0.002 12.82 0.950

9 0.004 0.001 -0.008 5.114 0.433

10 0.051 0.032 0.001 9.924 2.025

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%  teñido 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 espectrofotómetro de 
muestras tratadas con RNAasa

Muestra
(No. De 
carril)

=260 =280 =320 Conc.
Proteínas
Ug/ml

Conc.
DNA
Ug/ml

2 0.023 0.017 0.010 1.371 0.557

3 0.017 0.013 0.009 0.874 0.351

4 0.016 0.013 0.007 2.039 0.341

7 0.006 0.006 0.004 0.919 0.084

8 0.046 0.039 0.029 3.217 0.703

10 0.021 0.018 0.012 2.169 0.376

Fig. 8 : Gel de agarosa al 1%  teñido 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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VI.3  ENSAYOS DE LA  VISUALIZACIÓN EN GELES DE AGAROSA

Se realizó la extracción del ADN tanto de los aislados clínicos (Fig. 9a), como de las

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

observó un material de alto peso molecular . 

Figura. 9 a)  Gel de agarosa al 1%  teñido con bromuro de etidio que muestra el DNA extraído  de los 
aislados clínicos

Figura. 9b). Gel de agarosa al 1%  teñido con bromuro de etidio que muestra el DNA extraído  de las 

muestras problema (HECES)

VI.4 ENSAYOS DE ESPECTROFOTOMETRIA

Para determinar la pureza y la concentración ,las muestras fueron sometidas a 

absorbancia de 260 , para así mismo llevar acabo las diluciones correspondientes en 

base a la concentración de ADN en nanogramos. 
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TABLA  IX: Concentración de DNA  mediante espectrofotometría

# DE  MUESTRA A 260 DILUCION Concentración de DNA ( ng ) 
1 .026 1000 1.3
2 .025 1000 1.25
3 .049 1000 2.45
4 .103 1000 5.15
5 .038 1000 1.9
6 .024 1000 1.2
7 .045 1000 2.25
8 .549 1000 27.45
9 .062 500 3.1

10 .480 1000 24
11 .248 500 12.4
12 .155 500 7.65
13 .088 500 4.4
14 .490 1000 24.5
15 .044 500 2.2
16 .005 1000 0.25
17 .032 1000 1.6
18 .119 1000 5.95
19 .218 500 10.9
20 .344 500 17.2
21 .533 500 26.65
22 .156 500 7.9
23 .249 500 12.45
24 .322 500 16.1
25 .568 500 28.4
26 .210 500 10.5
27 .199 500 9.95
28 .338 500 16.9
29 .248 500 12.4
30 .152 500 7.6
31 .642 500 32.1
32 .245 500 12.25
33 .243 500 12.15
34 .439 500 20.45
35 .686 500 34.3
36 .598 500 29.9
37 .078 500 3.9
38 .230 500 11.5
39 .045 500 2.25
40 .342 500 17.1
41 .725 500 36.25
43 .208 500 10.4
44 .616 500 30.8
45 .176 500 8.8
46 .690 500 34.5
47 .823 500 41.15
48 .218 500 10.9
49 .599 500 29.95
50 .029 500 1.45
51 .509 500 25.45
52 .169 500 8.45
53 .431 500 21.55



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

UMSNH                                                          49                                                            QFB 

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 prosiguió a 

comprobar si este realmente pertenecía 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 específicos, al final se obtuvo una banda  de 

amplificación única de aprox. 640 pb, obteniendo con satisfacción  un fragmento de 

tamaño esperado Fig. 10 a) y 10b) 

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

amplificación mediante PCR del gen 16S obtenidos de los aislados clínicos

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

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

Como se podrá ver existen 5 aislados clínicos no amplificaron con los oligos

específicos, lo cual aludimos a fallas en el aislamiento.
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Figura 11: Amplificación del gen 16S RNAr de Escherichia coli en aislados clínicos

Por otra parte a las 7 muestras  problema (heces) que no  amplificaron con los oligos

específicos para E.coli se les consideraron muestras perdidas, después de hacerles

una amplificación con oligos universales y obtener resultado negativo, esto se puede 

deducir a que cuando se les volvió a correr en gel de agarosa, el ADN de la muestra 

pudo haber sido degradado. 

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

Por ultimo las muestras fueron sometidas a una tipificación molecular, empleando 

PCR con oligos específicos para EPEC, EIEC, ETEC y los resultados se muestran

en las imágenes siguientes: 

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

amplificación obtenidos de los ensayos  por PCR, con oligos específicos para ETEC

Figura 14: Gel de agarosa al 1%  teñido con bromuro de etidio que muestra los patrones de

amplificación obtenidos de los ensayos de amplificación por PCR “DUPLEX”, con oligos específicos

para EPEC, EIEC
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VII DISCUSION 

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

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

El presente trabajo se llevo a cabo con una población 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. 

Queríamos conocer que edad presentaban los pacientes y los agrupamos por años,

siendo los más representativos los adultos mayores de 50 años, cabe mencionar que 

en nuestro estudio los niños menores de 1 año no eran frecuentes  debido a que en 

su mayoría son canalizados al Hospital Infantil. 

Además queríamos ver que relación patológica se establecía 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, encontrándonos con que la mayoría asistía 

al centro de salud por colitis o por algún cuadro alérgico y que solo en  dos casos se

presentaba un cuadro diarreico. Esto representa una gran desventaja desde el punto 

de vista epidemiológico, pues no sabíamos con exactitud que parte de la población 

esta cursando con algún cuadro diarreico y mucho menos podemos investigar su 

etiología.

El tiempo de muestreo fue de 6 meses comprendidos entre los meses de 0ctubre 

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 

fungiría 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 específica cepas de Escherichia coli.
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Al tratar los aislados de Escherichia coli a partir de cultivo directo con oligos

específicos ECA 75F-ECR619R nos dimos cuenta que 5 muestras no amplificaron lo 

cual se alude quizá 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 específicos para

E.coli, amplificando un total de 46 muestras. Es importante mencionar que aquellas

muestras de cultivo que no amplificaron, aquí 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 dándonos 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 clínicas más complejas para la PCR directa por la presencia de inhibidores

de PCR inherentes que pueden ser coextraídos con el ADN bacteriano. Un 

tratamiento adecuado depende de la eficiencia y rapidez de la detección del agente

causal. En vista de los resultados obtenidos en la evaluación de los reguladores de 

extracción (SDS 2%, Xantogenato, SDS 2%-Xantogenato), se observó que con el 

xantogenato se obtiene un ADN con  menos contaminación de ARN, eliminando  con

esto el tratamiento con RNAasa y optimizando aun mas el tiempo mediante la 

amplificación por PCR, por lo tanto todas nuestras muestras fueron sometidas con el 

regulador xantogenato para la extracción de ADN. 

Claramente, la debilitación de cualquier paso (extensión de los fragmentos 

preparados de la ADN con la polimerasa de la ADN, y muchos ciclos repetidos de la 

desnaturalización, del recocido, y de la extensión) en esta cadena compleja

disminuirá producciones.

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

coli , queríamos realizar una tipificación molecular para conocer si estábamos
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tratando con cepas  patógenas o no. Basándonos en estudios anteriores, en los que

se ha demostrado que E.coli patógena se encuentra primordialmente en niños

esperábamos  que no  existiera amplificación en ninguna ya que nuestra población

estudiada como ya se describió corresponde a personas adultas; además de que el 

propósito es que este grupo de muestras nos sirvan de control de referencia para 

proyectos posteriores. Al amplificar con iniciadores específicos mediante PCR y PCR 

“DUPLEX” para detectar los grupos patógenos de E.coli, EPEC, ETEC, EIEC,

ninguna de las muestras presentó amplificación. 

Se demostró que los resultados obtenidos por métodos moleculares están bien 

correlacionados con los obtenidos por métodos microbiológicos convencionales.

Cabe mencionar que los dos únicos casos que asistieron al centro de salud por un 

cuadro diarreico eran personas adultas, por esto es que no hubo amplificación con 

los oligos específicos para  EPEC, EIEC, ETEC,  y  como conclusión nuestros 

resultados muestran que la E.coli encontrada en estos pacientes  no es patógena.

En vista de la sensibilidad de detección, nuestro análisis puede ser  aplicado como 

adjunto alternativo o útil a los procedimientos existentes en el laboratorio de 

diagnóstico.

El acercamiento divulgado es algo lento y depende de mucho esfuerzo apara poder 

ser utilizado en microbiología clínica.  Sin embargo,  confiamos en que el desarrollo

de las técnicas automatizadas de la amplificación de la ADN junto con sistemas

rápidos  en la detección de la secuencia contribuirá a la utilidad del acercamiento

molecular directo en el futuro cercano.

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

metodologías moleculares para la identificación directa de patógenos bacterianos. 
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VIII CONCLUSIONES

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

Se logró amplificar una región del gen 16S de rRNA específica 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,  además de que el 

establecimiento de un diagnostico es demasiado lento. 

Es posible la identificación  de E.coli a partir  de una muestra fecal, por

métodos moleculares como lo es la PCR, proveyendo resultados con más 

especificidad y rapidez (en un mismo día), incluso se puede amplificar E.coli  en la

modalidad de muestra clínica que con aislados clínicos no lo hicieron, otorgando con 

esto una ventaja más: la sensibilidad. 

Los procedimientos para la extracción de ADN, la purificación, y la

amplificación de PCR  descrita aquí demuestran que el PCR es una herramienta 

potencialmente útil en la detección de microorganismos.

Al realizar una evaluación de los diversos reguladores de extracción , se optó

por el xantogenato, pues mediante éste se obtiene un DNA con muy poca 

contaminación de RNA ,optimizando asi mas el tiempo en la amplificación por PCR . 

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

microflora intestinal humana.

Se comprobó que E.coli en adultos se presenta como flora normal, no así en 

niños donde puede causar hasta la muerte. 
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