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RESUMEN 

Las Escherichia coli patógenas extraintestinales (ExPEc) causan infecciones en el 
tracto urinario y en sitios extra-intestinales. La virulencia de estos patógenos está 
determinada por factores que promueven la adherencia a tejidos, evasión de la 
defensa del huésped, adquisición de hierro e invasión celular. Las ExPEc pueden 
ser transmitidas a través de alimentos contaminados; desafortunadamente, no 
existe un método para su detección. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un 
ensayo molecular para la detección de ExPEc a partir de matrices alimentarias. Se 
identificaron cinco genes (iutA, hlyF, iss, iroN y ompT) de virulencia considerados 
como predictores mínimos de ExPEc y se estandarizó un ensayo de PCR para la 
detección de cada uno de ellos. Los protocolos de PCR, se realizaron tres etapas: 
1) se llevaron a cabo análisis bioinformáticos para evaluar la especificidad de los 
iniciadores de PCR, 2) se efectuó un ensayo de amplificación a partir de medios de 
cultivo inoculados con aislamientos o ADN de ExPEc y 3) se realizó una prueba 
piloto para la detección de ExPEc a partir de carne de pollo cruda expedida en la 
Cd. de Querétaro, Qro. Los ensayos de PCR permitieron la detección de los cinco 
genes, iutA, hlyF, iss, iroN y ompT; a partir de medios de cultivo. Además, estos 
análisis revelaron la presencia de ExPEc en el 45% de las muestras cárnicas 
evaluadas; sugiriendo una alta prevalencia de este patógeno. Este ensayo de PCR 
puede ser una herramienta esencial para la rápida y oportuna detección de ExPEc 
en matrices alimentarias y una herramienta para la identificación de fuentes de 
contaminación. 
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1. ANTECEDENTES. 

1.1 Escherichia coli patogénica extraintestinal (ExPEc). 

Las bacterias de la especie Escherichia coli se clasifican en tres grandes grupos: 

comensales, patogénicas intestinales (entéricas o diarreicas) y patogénicas 

extraintestinales (Filho y col., 2015). Las cepas comensales de E. coli forman parte 

de la microbiota intestinal de animales y humanos; colonizan el tracto intestinal en 

las primeras 24 horas subsecuentes al nacimiento (Stromberg y col., 2017) y el 

establecimiento de estas poblaciones favorece el microbioma intestinal, integrado 

por más de 1,000 especies (Conway y Cohen, 2015).  

 

Las E. coli patogénicas intestinales son causantes de diarrea. Estas bacterias han 

evolucionado mediante la adquisición de genes a través de transferencia horizontal; 

de acuerdo a la cantidad y tipo de determinantes genéticas de virulencia adquiridas. 

Las combinaciones de factores de virulencia dan lugar a distintos patotipos con 

diferentes fenotipos de colonización, virulencia, y daños que causan al hospedador 

(Gomes y col., 2016). Los diferentes patotipos de E. coli se clasifican en 

enteropatógenas (EPEC), enterohemorrágicas (productoras de la toxina shiga, 

EHEC/STEC), enteroagregativas (EAEC), enterotoxigénicas (ETEC) y 

enteroinvasivas (EIEC) (Gomes y col., 2016). 

 

Por otra parte, la Escherichia coli patogénica extraintestinal (ExPEc, por sus siglas 

en inglés) es el agente de enfermedades del tracto urinario (ITU), sistema nervioso 

central y circulatorio, meningitis neonatal y sepsis en humanos (Mellata, 2013); y el 

agente etiológico de la colibacilosis en pollos y pavos (Filho y col., 2015). La 

habilidad de las ExPEc para colonizar diferentes órganos se debe a la plasticidad 

de su genoma, a la pérdida de material genético y a la adquisición de factores de 

virulencia (Dale y Woodford, 2015). Estudios genómicos han revelado que los 

genes de virulencia: iutA, hlyF, iss, iroN, y ompT son las determinantes mínimas 

para catalogar a una ExPEc (Johnson y col., 2008). Por lo tanto, la transferencia 

horizontal de genes es un factor importante en la evolución y adaptación de E. coli 
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en diferentes nichos (Johnson y col., 2008) sin embargo cabe destacar que estas 

cepas son filogenética y epidemiológicamente distintas de las cepas comensales e 

intestinales ya que no producen enfermedades entéricas, por lo que pueden tener 

más factores de virulencia como son los genes papA, sfa,afa, kps, entre otros 

(Smith y col.,2007). 

1.2 Patogenicidad de ExPEc. 

A nivel global, las ExPEc son responsables de un gran número de infecciones en 

humanos, lo que causa grandes costos por atención médica y pérdidas por 

ausentismo laboral (Manges y col., 2019); se ha reportado que las ExPEc 

ocasionan más del 85% de las ITU (Mellata, 2013). 

Las ExPEc poseen genes de virulencia que les permiten invadir, colonizar y 

ocasionar enfermedades fuera del tracto gastrointestinal tanto en los humanos 

como en las aves (Nandanwar y col., 2014), pues se adhieren a órganos como la 

vejiga y el riñón (Nandanwar y col., 2014). Estas enfermedades van desde ITU, 

sepsis y bacteriemia, hasta meningitis en recién nacidos (Mellata, 2013). Los 

principales factores de virulencia asociados con las ExPEc son los genes: hlyF, 

iroN, iutA, iss y ompT (Koga y col., 2014) (Cuadro 1). Estos genes se localizan en 

plásmidos o en el cromosoma (Mellata y col., 2010) y su expresión codifica para 

toxinas, sideróforos, cápsulas y proteínas de invasión, lo que determina su grado 

de virulencia (Mellata y col., 2010). Dichos genes se encuentran en regiones 

específicas llamadas islas de patogenicidad (PAI, por sus siglas en inglés) (Dale y 

Woodford, 2015). El gen de virulencia hlyF codifica para la proteína denominada 

HlyF, la cual posee actividad hemolítica e induce la producción de vesículas que 

favorece la liberación de otras toxinas bacterianas (Murase y col., 2016). Las E. coli 

que contienen el gen hlyF han sido asociadas a casos de meningitis neonatal 

(Murase y col., 2016). Por otra parte, el gen iroN codifica una enterobactina 

(Feldman y col., 2007); esta proteína es un sideróforo que se encarga de quelar el 

hierro durante la infección y es producida por algunas cepas de ExPEc (Caza y col., 

2011). El gen iutA codifica una proteína que tiene una función de receptor de 
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aerobactina férrica (Cunha y col, 2017) y su presencia en cepas de ExPEc está 

asociada a casos de bacteriemia (Kurkdijian y col., 2014). El gen ompT codifica una 

proteasa que actúa en la membrana citoplasmática y degrada la protamina lo que 

provoca la permeabilización de dicha membrana (Nicholson y col., 2016). El gen iss 

codifica para una lipoproteína que está involucrada en la resistencia al 

complemento del suero (Johnson y col., 2008).   

 

1.3 Prevalencia de ExPEc y pérdidas económicas asociadas. 

Estas cepas son causantes de ITU y cada año tan solo en Estados Unidos se 

diagnostican ~8 millones de enfermedades producidas por ese patógeno, lo que 

ocasiona una pérdida económica de ~2 billones de dólares anuales (Bergeron y 

col., 2012). En países en vías desarrollo, se calcula que la mortalidad ocasionada 

por ExPEC varía entre el 40 y 58% (Thaver y Zaidi., 2009; Furyk y col, 2011); 

además, este patógeno ha sido involucrado en 30% de los casos de meningitis 

neonatal durante la etapa inicial de la infección (Verani y col., 2010, Heat y col, 

2011; Stoll y col, 2011). Estudios recientes sugieren que las ExPEc pueden ser 

transmitidas al ser humano por el consumo de carne de pollo (Manges y Johnson, 

2012; Mitchell y col; 2015). Sin embargo, no se ha evidenciado la presencia de 

ExPEc en este tipo de alimento. 

 

1.4 Prevalencia de ExPEc en carne lista para consumo y riesgo zoonótico. 

Las ExPEc pueden transmitirse al ser humano a través del consumo o contacto con 

animales infectados; lo que representa un potencial riesgo zoonótico (Ewers y col., 

2009). Además de las determinantes genéticas de ExPEc, se ha evidenciado la 

presencia de otros genes de virulencia (kpsM II, papA, sfaS, facG, iutA, papC, y 

hlyD) y perfiles de resistencia antimicrobiana zoonótico (Ewers y col., 2009). Estos 

análisis han revelado una asociación entre los aislamientos obtenidos de los 

pacientes con ITU y los aislamientos obtenidos de la carne (Ewers y col., 2009). 

Estos resultados también indican que dichos productos pueden ser la fuente de 

contaminación para la transmisión de ExPEc a los humanos (Jakobsen y col., 
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2010). En conjunto, todos estos estudios demuestran que las ExPEc presentes en 

productos cárnicos pueden ser una fuente de contaminación y transmisión en el ser 

humano; sin embargo, hasta el momento no están definidos los mecanismos de 

transmisión, colonización e infección (Stromberg y col., 2017).  

 

Cuadro 1. Prevalencia de ExPEc en productos avícolas y pollos. 

Muestra Prevalencia (%) Referencia 

Productos avícolas 71 Bergeron y col., 2012 

Pollos 38.2 Bergeron y col., 2012 

 

1.5 Detección convencional de ExPEc en productos alimenticios. 

Los métodos convencionales para la identificación de E. coli se basan en la 

habilidad de las bacterias entéricas para fermentar la lactosa; esta característica 

puede ser identificada mediante la producción de gas en un tubo de ensaye con 

caldo lauril sulfato triptosa (LST) adicionado con 4-metilumbeliferilo-β-D-glucorónido 

con una campana Durham en su interior (Ruíz y col., 2004). Estos tubos se incuban 

a 35°C durante 24 h y posteriormente, se observa la producción de gas. Esta 

metodología es utilizada por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los 

Estados Unidos (FDA) de EE. UU como el método tradicional para la detección de 

E. coli. Posteriormente se hacen las pruebas bioquímicas confirmatorias 

(Fernández, 2000; Kornacki y Johnson, 2001; Feng y col, 2002; McLandsborough, 

2005; Kornacki y Johnson, 2001), las cuales se llevan a cabo en un periodo de ~48 

horas e incluyen: oxidasa, catalasa, indol y citrato (Kornacki y Johnson, 2001). 

Mientras que para la tipificación serológica de E. coli se identifican los antígenos 

somático, flagelar y capsular (Vidal y col., 2007). El método de detección basado en 

el cultivo bacteriano es considerado el método estándar; sin embargo, el gran uso 

de reactivos y materiales costosos ha llevado a la búsqueda de nuevas 

metodologías para la detección de patógenos. Además, las técnicas 

convencionales de aislamiento de E. coli, requieren más de 48 horas de trabajo y 

no permite distinguir entre cepas de E. coli comensales y patógenas (Leininger y 
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col., 2001). Por esta razón, diversos estudios han planteado el uso de metodologías 

rápidas para la oportuna identificación de este patógeno en muestras ambientales y 

clínicas (Farahmandfar y col., 2016). Estos métodos alternos se basan en ensayos 

de PCR cultivo-independientes, los cuales son rápidos y altamente sensibles 

(Farahmandfar y col., 2016) y se basan en la detección de genes de virulencia 

específicos de cada patógeno (Johnson y col., 2008). 

 

1.6  Detección molecular de ExPEc en productos cárnicos. 

Los avances en la microbiología molecular permiten desarrollar métodos 

específicos para la rápida detección de ExPEc basados en la amplificación de 

determinantes genéticas específicas (Ikuta y col., 2014). Se han identificado 5 

genes asociados a la virulencia de las cepas de APEc y ExPEc (Cuadro 2). La 

amplificación de dichos genes se lleva a cabo mediante la técnica de PCR 

utilizando los iniciadores que se encuentran descritos en la literatura (Cuadro 3). 

 

Cuadro 2. Características generales de las determinantes genéticas de la E. coli 

patogénica. 

Gen Proteína que 

codifica 

Función Referencia 

 

iroN 

 

Enterobactina 

 

Sideróforo del Fe3
+ 

Bauer, 2002; 

Hantke, 2003; 

Feldmann, 2007. 

 

ompT 

 

Proteasa 

Degrada la protamina y su sitio de acción es la 

membrana citoplasmática, donde provoca la 

permeabilización en la membrana. 

 

 

Stompe, 1998. 

 

iutA 

 

iutA 

Receptor de la membrana externa de la 

aerobactina férrica. 

Lorenzo, 1986; 

Funanashi, 2003. 

 

hlyF 

 

hlyF 

 

Mejora el fitness competitivo en la sangre. 

 

Murase, 2016. 

 

iss 

 

Lipoproteína 

  

Resistencia al complemento del suero. 

  

Barondess, 1995. 
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1.7 Ensayos moleculares mediante PCR para la detección de los genes de 

virulencia. 

Los aislamientos que se obtienen de E. coli son sometidos a una amplificación de 

PCR para determinar la presencia de los cinco genes asociados a la virulencia de 

ExPEc (iutA, hlyF, iss, iroN y ompT) puesto que estos genes son los mínimos 

predictores y confieren la virulencia a este patógeno. Se identifican de acuerdo a 

sus distintos pares de bases (300, 450, 323, 553 y 496 bp respectivamente). Las 

reacciones se llevan a cabo en un termociclador con condiciones específicas de 

cada reacción y todas las muestras se someten a una electroforesis en un gel de 

agarosa. Hasta el momento estos protocolos solo se han utilizado para la 

identificación de ExPEc que afecta a los animales en producción (Johnson y col., 

2008).  
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2. HIPÓTESIS. 

La amplificación de las determinantes genéticas iutA, hlyF, iss, iroN y ompT a 

través de ensayos de PCR permitirá la rápida y efectiva identificación de ExPEc 

en matrices de alimentos. 
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3. OBJETIVOS. 

3.1 General. 

Diseñar, estandarizar e implementar un método de PCR que permita la rápida 

detección de ExPEc en matrices alimentarias. 

 

3.2 Específicos. 

 Evaluar a través de análisis bioinformáticos la especificidad de los 

iniciadores de PCR desarrollados para la amplificación de las determinantes 

genéticas iutA, hlyF, iroN, iss y ompT. 

 Desarrollar y validar un ensayo molecular para la detección de las 

determinantes genéticas de ExPEc. 

 Evaluar a través del ensayo molecular la prevalencia de ExPEc en carne de 

pollo. 
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4. METODOLOGÍA. 

4.1 Materiales. 

4.1.1 Equipo. 

 Fotodocumentador. 

 Mini-sistema de electroforesis horizontal (Bio-rad). 

 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

 Termociclador (Bio-rad, C-1000).   

 Incubadora (Memmert). 

 Centrífuga (Metrix Dynamica, Velocity 14). 

 Transiluminador (LabNet). 

 

4.1.2 Medios de cultivo. 

 Agar soya tripticasa (AST), (BD, Bioxon). 

 Caldo soya tripticasa (CST), (BD, Bioxon). 

 Agar MacConkey (MAC), (BD, Bioxon). 

 Agar EMB (Acumedia). 

  

4.1.3 Soluciones. 

 Agarosa al 1.5% (Bioline) 

 Diluyente de peptona 0.1% (DP) (Peptona de caseína). 

 Solución salina isotónica (SSI). 

 Buffer TBE. 

 

4.1.4 Reactivos. 

 Kit de extracción Quick-gDNA™ MiniPrep (Zymo Research). 

 Bromuro de etidio (Bio-Rad). 

 Enzimas utilizadas para realizar la PCR: Thermo Scientific Maxima Hot Start 

Taq DNA Polymerase y Taq Phire Hot Start II DNA Polymerase. 
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4.2  Métodos. 

4.2.1 Análisis Bioinformáticos. 

A través de una búsqueda en la literatura científica se seleccionaron los pares de 

iniciadores reportados frecuentemente para la detección de ExPEc (Cuadro 2). 

Posteriormente se realizó un análisis bioinformático usando la herramienta BLAST 

del NCBI (Altschul y col., 1990) con la finalidad de evaluar la especificidad de los 

iniciadores seleccionados. Como resultado, se obtuvieron los cinco pares de 

iniciadores específicos para la detección de ExPEc.   

 

 

4.2.2 Estandarización del protocolo de PCR para la detección molecular de 

ExPEc a partir de matrices alimentarias. 

Para la estandarización de los protocolos de PCR, se utilizó como control positivo 

un G. Block (Integrated DNA Technologies), que es un gen artificial que contiene 

todas las secuencias de nucleótidos de los 5 genes predictivos de ExPEc (Cuadro 

3) y se llevaron a cabo gradientes de temperatura de alineación en un rango de 55 

a 68 °C para cada par de iniciadores con la finalidad de obtener fragmentos 

específicos y del tamaño esperado.  

 

Cuadro 3. Iniciadores de la PCR seleccionados para la detección de E. coli 

patogénica. 

Nombre 

del 

primer 

Secuencia Gen que 

amplifica 

Amplicón 

(tamaño) 

Referencia 

iroN-F AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT iroN 553 bp  

Johnson y 

col., 2008 

iroN-R GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT 

ompT-F TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT ompT 496 bp 

ompT-R TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC 

hlyF-F GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC hlyF 450 bp Morales y 

col., 2004 hlyF-R GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG 
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iutA-F GGCTGGACATCATGGGAACTGG iutA 300 bp  

Johnson y 

col., 2008 

iutA-R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 

iss-F CAGCAACCCGAACCACTTGATG iss 323 bp 

iss-R AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 

 

Para validar el uso de ensayos moleculares para la detección de ExPEc, se empleó 

una matriz alimentaria con sustancias inhibitorias y microbiota diversa. Para este 

fin, se utilizaron muestras de cálices de Jamaica. 25 g de este producto se 

mezclaron con agua peptonada amortiguada (APA), y se incubaron a 35°C durante 

24 horas. Posteriormente, se tomó 1 ml del caldo de cultivo para llevar a cabo la 

extracción de ADN genómico con el kit comercial Quick-gADN™ MiniPrep (Zymo 

Research). Con la finalidad de validar el ensayo molecular para detección de 

ExPEc, el ADN de la microbiota de Jamaica se inoculó con material genómico 

extraído de dos aislamientos de ExPEc, propiedad del laboratorio de microbiología 

molecular. El ADN extraído de los aislamientos de ExPEc se incluyó como control 

positivo, mientras que el material genético extraído de aislamientos de Listeria se 

utilizó como control negativo utilizando las siguientes condiciones: cada reacción 

consistió: 5 ng/µl de DNA, 3.4 μl Buffer 5X, 0.85 μl BSA, 0.34 μl 10 mM dNTP, 0.68 

µl de cada iniciador (iutA, hlyF, iss, iroN y ompT) y 0.34 μl Taq polimerasa. Para 

ambos iniciadores la PCR se realizó con el siguiente protocolo: desnaturalización 

inicial a 95 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 s, alineación de 63 

°C por 30 s, una extensión de 72°C por 30 s y extensión final a 72 °C por 2 min. La 

PCR para cada gen se realizó de forma independiente y cada pozo fue cargado con 

5 μl de cada producto de PCR y estos se visualizaron mediante una electroforesis 

con un gel de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio durante 30 min. 

 

4.2.3 Selección de la Taq DNA polimerasa comercial más eficiente para la 

detección de los genes iutA, hlyF, iss, iroN y ompT. 

Para obtener una mejor amplificación se probaron con un gradiente de temperatura 

de 55, 56.2, 58, 60.1, 63.1, 65.5, 67.1 y 68 °C en el mismo protocolo de PCR las 
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siguientes enzimas comerciales: Thermo Scientific Maxima Hot Start Taq DNA 

Polymerase y Thermo Scientific Phire Hot Start II Taq DNA Polymerase con el fin 

de seleccionar la mejor taq DNA polimerasa. Para evaluar la eficiencia de la 

amplificación se utilizó como control positivo el G. Block, utilizando el mismo 

protocolo de PCR.   

 

4.2.4  Aislamiento y detección de ExPEc. 

Las muestras se procesaron de la siguiente forma: se pesaron 25 g de piel de pollo 

de ambas piezas con 225 ml de BPW (1:10) y se homogenizaron con un masajeo 

manual por 1 min. Las muestras se incubaron a 35°C durante 24 h. Posteriormente 

se sembró la dilución 1:10 en cajas Petri con agar EMB y agar MacConkey, 

utilizando el método de extensión en superficie. Las placas se incubaron a 35°C 

durante 24 h. Posteriormente, se tomaron las colonias con morfología característica 

de E. coli que se presentó como un brillo verde metálico en el agar EMB y como 

colonias de color rosa en el agar MacConkey. Se realizaron 2 pases adicionales 

con la finalidad de obtener cultivos puros. Las colonias seleccionadas se crecieron 

en 6 ml de caldo soya tripticasa (CST) incubado a 37ºC por 24 horas (Figura 1). 

Una alícuota (1000 μl) de este caldo se utilizó para la extracción de ADN genómico 

y el resto se almacenó en glicerol para resguardo en el cepario del laboratorio de 

Microbiología Molecular. 

 

Figura 1. Diagrama general para el aislamiento de E. coli. 

 

4.2.5 Extracción del material genético. 

Las alícuotas de 1000 μl de CST se emplearon para la extracción de ADN con el kit 

comercial de extracción Quick-gDNA™ MiniPrep (Zymo Research) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante, utilizando una centrífuga (Metrix Dynamica, 
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Velocity 14). La concentración y pureza del ADN se evaluó con un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). El ADN obtenido se utilizó 

para los ensayos de PCR. 

 

4.2.6 Prevalencia en puntos de venta. 

Una vez estandarizado el protocolo de PCR, se procedió a realizar un muestreo en 

5 mercados públicos y 5 súper mercados del estado de Querétaro, elegidos 

estratégicamente de acuerdo a su ubicación. En cada punto de venta, se 

obtuvieron dos piernas y dos muslos de pollo con piel, cada muestra se identificó 

debidamente y se transportó al laboratorio en bolsas de plástico estériles y en una 

hielera a una temperatura de 4°C para su procesamiento. 
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5.  RESULTADOS. 

5.1 Análisis Bioinformáticos. 

Con la búsqueda en la literatura científica se seleccionaron 5 pares de iniciadores 

(Cuadro 2) reportados para la detección de los genes de virulencia característicos 

de ExPEc. Para determinar la efectividad de estos pares de iniciadores para 

reconocer su secuencia blanco, se realizó un análisis de PCR in silico utilizando el 

programa Primer-Blast del NCBI (Ye y col., 2012). La eficiencia de cada par de 

iniciadores se estimó usando el número de aciertos (secuencias detectadas) entre 

el total de secuencias objetivo existentes en la base de datos obteniendo un buen 

número de aciertos con una alta especificidad para los pares de iniciadores.  

 

Cuadro 4. Resultados de la eficiencia de los iniciadores utilizados para la detección 

de ExPEc. 

Primer Secuencia Bacteria Homología 

iroN-F AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT E. coli 100% 

iroN-R GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT E. coli 100% 

ompT-F TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT E. coli 100% 

ompT-R TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC E. coli 100% 

hlyF-F GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC E. coli 100% 

hlyF-R GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG E. coli 100% 

iutA-F GGCTGGACATCATGGGAACTGG E. coli 100% 

iutA-R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG E. coli 100% 

iss-F CAGCAACCCGAACCACTTGATG E. coli 100% 

iss-R AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA E. coli 100% 

 

5.2 Estandarización del protocolo de PCR para la detección molecular de 

ExPEc a partir de matrices alimentarias. 

Para definir las mejores temperaturas de alineación de los iniciadores, se realizaron 

ensayos de PCR con un gradiente de temperatura. Estos ensayos revelaron que la 

mejor temperatura de alineación fue de 63.1 °C; basado en la calidad de los 
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productos amplificados, bandas del tamaño específico e intenso, sin la presencia 

de artefactos (Figura 2) en la amplificación de los 5 genes (Cuadro 3). 

 

Figura 2. Gradiente de temperatura (55 Δ 68 °C) para la selección de la 

temperatura de alineación de las cinco determinantes genéticas (L: Ladder). El 

número de pozo corresponde a un gen y temperatura de alineación determianda 

(cuadro derecho) 

 

El protocolo seleccionado durante la estandarización a través de los gradientes de 

temperatura de PCR logró la amplificación de fragmentos de los tamaños 553 bp, 

496 bp, 300 bp y 450 bp para los genes iroN, ompT, hlyF, iss e iutA, 

respectivamente. 
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Figura 3. Detección de los genes iroN (carril 1-9), ompT (carril 10-18), iutA (carril 

19-27) y hlyF (carril 28-34) a partir de un pool de una mezcla 5:1 de ADN de 

microbiota de Jamaica y ADN extraído de los aislamientos de ExPEc.  

 

5.3 Selección de la Taq DNA polimerasa comercial más eficiente para la 

detección de los genes iutA, hlyF, iss, iroN y ompT. 

El ensayo para la evaluación de la efectividad de la Taq-DNA polimerasa, reveló 

que la Phire Hot Start II fue la enzima más eficiente para detectar los cinco genes; 

esto basado en la obtención de productos de amplificación del tamaño esperado. 

Además, se observaron productos de amplificación más intensos y brillantes, en 

contraste con las bandas resultantes del ensayo realizado con la enzima Maxima 

Hot Start (Figura 4) en donde las bandas no tienen la misma intensidad y en 

algunas ocasiones no se logró la amplificación del material genético; principalmente 

para el gen iss. Basado es estos resultados, se seleccionó la enzima Phire Hot 

Start II para los ensayos de detección de ExPEc a partir de matrices alimentarias. 

    1   2  3   4  5   6   7  8   9            19 20 21 22 23 24 25 26 27 

  10 11 12 13 14 15 16 17 18         28 29 30 31 32 33 34 35 36 
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B) 

 

 

Figura 4. Gradiente de temperatura (55 Δ 68 °C) para la selección de la Taq DNA 

polimerasa comercial más eficiente para la detección de los genes iss e iutA. A) 

Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase y B) Phire Hot Start II Taq. Carril 1 y 9 = 68 

°C; carril 2 y 10 = 67.1 °C; carril 3 y 11 = 65.5 °C; carril 4 y 12 = 63.1 °C; carril 5 y 

13 = 60.1 °C; carril 6 y 14 = 58 °C; carril 7 y 15 = 56.2 °C; carril 8 y 16 = 55 °C. 

 

Cada carril de la figura 2 representa una T (°C) específica a la que se realizó la 

alineación de la PCR, del número 1 – 8 se encuentran los productos del gen iss 

mientras que del 9 – 16 representa el gen iutA. La reacción de PCR también se 

hizo con los genes iroN, ompT y hlyF sin embargo las bandas obtenidas no son 

distintas utilizando las diferentes enzimas ya que se tiene una buena amplificación 

en todas las temperaturas utilizadas (Cuadro 3), es por ello que se muestran los 

resultados de los genes iss e iutA ya que solamente en ellos se observó una 

diferencia en la amplificación.  

 

A) 
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5.4 Detección de ExPEc a partir de muestras de carne cruda de pollo. 

Se obtuvieron 32 y 5 aislamientos presuntivos de E. coli en los medios MacConkey 

y EMB; respectivamente. Estos aislamientos se sometieron a los ensayos de PCR 

dirigido a la amplificación de las 5 determinantes genéticas de ExPEc. Los ensayos 

de PCR, revelaron la presencia de fragmentos específicos, del tamaño esperado y 

sin la presencia de artefactos (Figura 5) en muestras de carne de pollo. La mayor 

prevalencia de genes de virulencia se observó para iroN (54.1%) e iutA (54.1%), 

seguido del hlyF (51.4%), ompT (31 %) e iss (25%). Basado en la presencia de los 

5 genes de virulencia, la prevalencia de aislamientos de ExPEc en fue de 24% 

(Figura 6). 

 

 

Figura 5. Imagen representativa de la amplificación de las determinantes genéticas 

de los 37 aislamientos obtenidos de carne de pollo. 
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Figura 6. Prevalencia de genes de virulencia (iroN, iutA, hlyF, ompT e iss) en 

aislamientos provenientes de carne de pollo. 

 

5.5 Prueba piloto: Prevalencia de ExPEc en puntos de venta.. 

Con la finalidad de validar los protocolos para la detección de las cinco 

determinantes genéticas, se colectaron muestras de carne de pollo obtenidas en 

Mercados Públicos y Supermercados. El estudio reveló la presencia de ExPEc en 

el 24% de las muestras evaluadas. La prevalecía de este patógeno en 

supermercado y mercado público fue de 20% y 4% respectivamente (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Prevalencia de ExPEc en puntos de venta. 
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6. DISCUSIÓN 

6.1 Aspectos técnicos de la PCR. 

A través de este ensayo de PCR, se logró identificar la presencia de ExPEc en 

muestras de alimentos, basado en la amplificación de los genes los genes iroN, 

ompT, iutA, hlyF e iss. La adquisición de estos genes le confiere a ExPEc la 

habilidad de sobrevivir en diferentes nichos fuera de su hábitat intestinal y le 

permite inducir infecciones extraintestinales tanto en huéspedes sanos como 

inmuno-comprometidos (Smith, 2007; Mellata, 2013). La habilidad de la E. coli para 

colonizar diferentes sitios anatómicos está determinada por la plasticidad de su 

genoma y a la adquisición o pérdida de material genético. Por lo tanto, la 

transferencia horizontal de genes es un factor importante en la evolución y 

adaptación de E. coli en diferentes nichos (Ahmed y col, 2008; Mellata y col, 2010).  

La expresión de genes que codifican para toxinas, sideróforos cápsulas e 

invasiones determinan el potencial de virulencia de las bacterias patógenas (Hilbert 

y col., 2008). Por lo tanto, la detección de estas determinantes genéticas es 

fundamentales para la identificación de ExPEc en muestras clínicas o ambientales.  

 

Otro aspecto importante en el desarrollo de un ensayo molecular para la detección 

de ExPEc, es la validación del ensayo en matrices ricas en sustancias inhibitorias 

de la PCR, que dificultan la detección de patógenos.  En el presente estudio se 

reveló que la enzima Phire Hot Start II es más efectiva para la detección de ExPEc 

a partir de muestras de alimentos. Esta enzima es de alta fidelidad capaz de 

amplificar largos fragmentos de ADN con un alto rendimiento debido a su 

característica de incorporar una unión única con una cadena doble de DNA, lo que 

le permite tener tiempos cortos de extensión (10 – 15 s/kb) por lo lo que mejora el 

rendimiento e incrementa la fidelidad en comparación con otras enzimas (Wikman y 

col., 2004).  

 

En este estudio, se basa en la determinación de las cinco determinantes genéticas 

establecidas para la detección de ExPEc (Smith, 2007; Mellata, 2013). El ensayo 

de PCR dirigido para estos genes, permitió la detección de este patógeno en 
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matrices alimentarias. Estos genes codifican para distintos factores de virulencia, el 

gen hlyF es específico de las hemolisinas y es codificado por el plásmido CoIV 

además ha demostrado ser un marcador epidemiológico de E. coli patogénica aviar 

(APEC) (Dissanayake y col, 2014; Ahmed y col, 2013) así como de meningitis 

neonatal asociada a E. coli (NMEC) (Kaczmarek y col., 2012). El gen iutA codifica 

para receptores de aerobactinas y se ha encontrado en aislamientos de ExPEC 

asociados con bacteriemia. El gen iroN codifica para receptores de sideróforos y el 

ompT codifica para las proteínas de la membrana externa que pueden degradar el 

interferón gamma (Koga y col., 2014) (Nicholson y col., 2016) mientras que el gen 

iss codifica para una lipoproteína que está involucrada en la resistencia al 

complemento del suero (Barondess y col., 1995). Debido a las graves 

enfermedades que causa este patógeno, es muy importante tener un método 

rápido y eficaz de detección (Johnson y col., 2008). El ensayo estandarizado en el 

presente trabajo permite la detección de ExPEc en un periodo < 24 horas.  

 

6.2. Prevalencia de ExPEc en alimentos y carne. 

Algunos estudios han documentado la presencia de ExPEc en diversos puntos de 

la cadena de producción y distribución de alimentos (Jakobsen y col, 2011; 

Manges, 2016; Aslam, 2014). Estos estudios han evidenciado la presencia de este 

patógeno en muestras de pollo congelado (Aslam y col., 2014) y en huevos 

destinados al consumo humano (Mitchell y col., 2014). En el presente estudio, 

evidenciamos la presencia de ExPEc en carne de pollo comercializada en 

mercados públicos y supermercados. En conjunto, estos estudios resaltan la 

necesidad de realizar estudios de ExPEc para conocer su prevalencia, distribución 

y diversidad de este patógeno; un patógeno que causa frecuentemente infecciones 

extraintestinales en humanos (Nordstrom, 2013). Se ha sugerido que la presencia 

de ExPEc en productos cárnicos se debe a un manejo inadecuado del producto en 

plantas de procesamiento (Guenther, 2010). Estos resultados sugieren que la carne 

de pollo es un potencial vehículo para la trasmisión de ExPEc a los humanos 

(Eldsberg y col., 2014; Heat y col, 2011).  
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Las ExPEc también produces perdidas económicas en la producción de carne de 

pollo. Este patógeno causa graves problemas sistémicos en pollo de engorda 

(Ewers y col., 2009). En general, la patogenicidad de las ExPEC se asocia a la 

presencia de genes iutA, hlyF, iss, iroN y ompT, localizados en plásmidos o 

cromosomas denominadas islas de patogenicidad (Johnson y col, 2006; Johnson y 

col, 2008). Estos genes son esenciales para la distinción entre una E. coli comensal 

y una patogénica. Además, la presencia de otros genes como fimH, traT,fyuA, 

chuA, vat, pap, sfa, usp, etc. permiten la clasificación de otras variantes de ExPEc  

(Sarowska y col., 2019).  En conjunto, el uso de ensayos de PCR para la detección 

de genes de virulencia ofrece una excelente oportunidad para avanzar el 

conocimiento de la virulencia de E. coli y desarrollar ensayos enfocados a la rápida 

y oportuna detección de estos patógenos. 
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7. CONCLUSIONES. 

Este trabajo describe el diseño de un ensayo molecular para la detección de ExPEc 

en un periodo máximo de 24 horas que se basa en la amplificación de los genes 

iutA, hlyF, iroN, iss y ompT a partir de caldos de pre-enriquecimiento. Estos 

resultados demuestran que es una técnica rápida y efectiva para la detección de 

ExPEc en matrices alimentarias. Por estas razones, este ensayo es una 

herramienta importante que permitirá identificar las fuentes de contaminación y 

distribución de este patógeno, así como para la determinación de su prevalencia en 

alimentos y establecimientos. Estas herramientas serán esenciales para establecer 

estrategias de prevención y control de este patógeno. 
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