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TÉRMINOS Y DEFINICIONES  

DNA: Ácido Desoxirribonucleico 

bp: Pares de bases 

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa. Método utilizado para obtener copias de un 

fragmento de DNA. 

Tm: Temperatura de fusión. Temperatura a la que el 50% de una cadena doble de DNA se 

encuentra unida a su parte contraria y el otro 50% se encuentra libre en la solución.  

Ta: Temperatura de alineamiento. Temperatura a la que los primers se unen a la cadena 

molde. 

Electroforesis: Técnica utilizada para separar fragmentos de DNA con base en su tamaño 

mediante su exposición a una carga eléctrica 

Resistencia antimicrobiana: Mecanismo que desarrollan las bacterias que permite que 

dejen de responder ante el mecanismo de acción de determinados antibióticos. 
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RESUMEN  

 

La diarrea infecciosa es una de las principales causas de mortalidad en niños. Su 

diagnóstico etiológico principalmente se realiza mediante un coprocultivo. El tratamiento 

para una diarrea aguda debe comenzar a más tardar a los 3 días en que comienza la 

presentación de los síntomas.  Los resultados de un coprocultivo suelen tardar de 2 a 3 días, 

hasta 7 días. Debido a este tiempo de espera, es necesario desarrollar un método de 

diagnóstico más eficiente y que requiera de un menor tiempo para tener resultados. Ya que 

es considerado como un padecimiento común no se cuentan con datos de morbilidad o 

mortalidad; sin embargo, se encuentra dentro de las primeras 5 causas de muerte en niños 

menores de 4 años y dentro de las primeras 10 en muertes relacionadas a adultos.    

 

La PCR multiplex es un método de diagnóstico molecular que permite conocer si una 

secuencia específica de DNA se encuentra en una muestra. De esta manera permite la 

identificación de distintos microorganismos dentro de una misma reacción. En este caso 

consiste en la amplificación de un fragmento de DNA de un microorganismo específico 

para su identificación mediante el uso de oligos cortos conocidos como primers, que son 

complementarios a la cadena de DNA del organismo que se pretende identificar.  

 

Por estas razones, en este proyecto se diseñaron 8 pares de primers para proponer un 

diagnóstico por PCR para las bacterias Shigella spp, Enterococcus spp, Salmonella spp y E. 

coli, y determinar si tienen resistencia a los antimicrobianos beta-lactámicos y quinolonas. 

Se utilizó como control negativo un fragmento de cromosoma X de Drosophila 

melanogaster y como control interno el gen 16s rRNA que se encuentra en todas las 

bacterias. Con esto se pretende proponer un método de diagnóstico de enterobacterias más 

rápido y económico. 

 

En la base de datos de GenBank se obtuvieron y seleccionaron los genes de interés para el 

diagnóstico. Con las secuencias se obtuvieron los 9 pares de primers utilizando la 

herramienta de Primer-BLAST que dan secuencias amplificadas de 71, 544, 132, 188, 101, 
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247, 448, 298, 351 y 413 pb. Para la identificación de los organismos se utilizaron los 

siguientes genes: 

 

• tuf para Enterococcus spp,  

• invA para Salmonella spp,  

• bfpA para E. coli,  

• Para Shigella se realizó una PCR duplex para la identificación de los genes lacY e 

ipaH 

 

Con la herramienta Multiple Primer Analyzer de ThermoFisher se realizó un análisis 

bioinformático y se verificó que los primers no formaran dímeros, no se encontraron 

homodímeros ni heterodímeros. Con la herramienta de Primer-BLAST se verificó que los 

primers tuvieran un %GC y de Tm similares. Con la herramienta de BLAST se verificó que 

los primers no fueran complementarios al DNA de otros organismos, encontrando que son 

específicos para el organismo que se pretende identificar. 

 

Una vez que se verificó que los primers cumplieran con las características de especificidad, 

%GC, Tm y formación de dímeros, se realizó una electroforesis in silico de los 

amplificados, de acuerdo con el tamaño esperado, con la herramienta de NEBCutter. Se 

comprobó que el tamaño de los amplificados es ideal para una identificación correcta en un 

gel de agarosa al 1% con el uso de un indicador de 100 pb. De esta manera se comprobó 

que los amplificados se separaran correctamente. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Capítulo 1. PCR  

 

1.1 Concepto 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una técnica 

de biología molecular desarrollada en 1986 por el bioquímico Kary Mullis. Permite obtener 

copias de un fragmento de DNA a partir de una cantidad mínima de éste (Rodríguez and 

Bareera 2012). Consiste en una reacción enzimática in vitro. Su objetivo es la amplificación 

directa de un gen o un fragmento de DNA. Para esto utiliza la enzima DNA polimerasa que 

lleva a cabo el proceso de síntesis del DNA en las células de manera natural durante el 

proceso de replicación del DNA (Patel et al. 2015). Se utiliza para varios diagnósticos en el 

área de la biología molecular, el resultado se interpreta de forma positiva o negativa, para 

identificar si cierta secuencia se encuentra en algún organismo (Ronai and Yakubovskaya 

1995).  

 

Se basa en el proceso de replicación del DNA, que se lleva a cabo de manera natural en las 

células. Consiste en una serie de cambios de temperatura de manera cíclica para que se 

lleve a cabo la amplificación de un fragmento de un DNA molde (L, Ibarra, and Velasquillo 

2013). El cambio de temperatura se determina mediante la composición de nucleótidos de 

los primers. Haciendo uso del conocimiento del funcionamiento de la DNA polimerasa se 

determinó que, para poder ejercer su acción, la DNA polimerasa requiere de un sitio al cual 

anclarse para comenzar a añadir nucleótidos para establecer el fragmento de DNA que se 

quiere amplificar (Patel et al. 2015). 

 

1.2 Componentes de la PCR 

Para poder realizar una PCR son necesarios los siguientes componentes: 

• DNA molde: Se refiere a la muestra de DNA de la que se pretende amplificar el 

fragmento de DNA, ésta es obtenida de la muestra u organismo de interés. Será a 

partir de esta cadena de DNA que se formará el amplificado (Rahman et al. 2013). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
https://es.wikipedia.org/wiki/1986
https://es.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
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• DNA polimerasa: La DNA polimerasa es la enzima que genera la copia de la 

cadena del DNA molde. Ésta es una enzima presente en todos los organismos y 

cada uno de estos últimos tiene una polimerasa específica. Se debe utilizar una 

DNA polimerasa que soporte altas temperaturas, debido a la temperatura que se 

alcanza en el proceso de desnaturalización (Rahman et al. 2013). Existen distintas 

DNA polimerasas, dependiendo del organismo del que se obtuvieron. Generalmente 

las DNA polimerasas que se utilizan para PCR son obtenidas de organismos 

termorresistentes, como Thermus aquaticus (Taq), Pyrococcus furiosus (Pfu 

polymerase), Thermococcus litoralis (Wind Tli o Vent polimerasa) y Thermus 

thermophilus (Tth) (Polaina and MacCabe 2007). Las consideraciones a tener para 

la elección de la DNA polimerasa a utilizar son la estabilidad térmica, la tasa de 

extensión (la velocidad con la que añade nucleótidos), la fidelidad, y la procesividad 

(la capacidad de la polimerasa de mantenerse unida a la cadena de DNA molde) 

(Rahman et al. 2013). A continuación se muestran las características de algunas 

polimerasas disponibles en el mercado (Tabla 1) 

 

Tabla 1: Ejemplos de DNA polimerasas con sus características. Se mencionan las polimerasas de la 

marca abm (ABM, https://www.abmgood.com/Taq-Polymerase.html) 

Característica TAQ BESTAQ™ KODAQ PRECISION™ 

HOTSTART 

TAQ 

TAQ 

PLUS TAQFAST 

LONGRANG

E BLOODIRECT 

Prueba de 

lectura 

No Sí Sí Sí No Sí Sí No No 

Fidelidad (vs 

Taq Nativa) 

1X 50X 50X 60X 1X 5X 10X 1X 1X 

Especificidad ●● ●●● ●●● ●●● ●●●● ●● ●●● ●●● ●● 

Velocidad de 

extensión (por 

minuto) 

1 kb 3-4 kb 1 kb 1 kb 1 kb 1 kb 4-6 kb 3-4 kb 1 kb 

Longitud del 

blanco 

6 kb 15 kb 12 kb 6 kb 6 kb 6 kb 12 kb 20 kb 2 kb 

MasterMix 

disponible 

Sí Sí Sí Sí Sí Sí Sí No Sí 

Característica 

especial 

PCR de 

rutina 

Todas las 

aplicaciones 

de PCR 

Templado 

difícil 

PCR de alta 

fidelidad 

Alta 

especificidad 

Fidelidad 

mejorada 

PCR 

rápida 

Amplicones 

largos 

Libre para 

extracción 

 

• Primers o cebadores: Son fragmentos cortos de DNA complementarios a regiones 

específicas de la cadena del DNA molde. Éstos se unen a la cadena molde en 
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regiones específicas, posteriormente la DNA polimerasa se ancla a ellos para 

comenzar a añadir los nucleótidos que formarán la cadena complementaria a la 

cadena molde. Estos deben ser complementarios específicamente al fragmento de 

interés y no deben tener complementariedad entre ellos para evitar la formación de 

productos inespecíficos (Rahman et al. 2013). 

• Deoxinucleótidos trifosfato (dNTP):  Éstos son nucleótidos libres, los 

componentes del DNA. Hay 4 tipos de dNTPs: dATP, dGTP, dTTP y Dctp. La 

DNA polimerasa los añade de forma complementaria a la cadena molde para formar 

el fragmento que se amplificará (Rahman et al. 2013). 

• Magnesio: Es un cofactor de la DNA polimerasa. Éste ocasiona un rearreglo de la 

enzima. De esta manera permite que se ancle a la cadena molde de DNA, y así 

permite que ejerza su acción (Batra et al. 2006).  

Se deben establecer las condiciones de reacción de acuerdo a las características de los 

primers, la polimerasa que se utilizará y el tamaño del amplificado. Estas características son 

sodio, pH y la temperatura de reacción, Por otro lado, se pueden añadir catalizadores de 

reacción si se considera necesario (Rahman et al. 2013) 

 

1.3 Etapas de la PCR 

Las etapas de la PCR se dan de manera cíclica con los cambios de temperatura, cada paso 

corresponde a una temperatura establecida en la reacción (L et al. 2013). 

• Desnaturalización: Durante este proceso se eleva la temperatura para hacer que la 

doble cadena de DNA se separe en dos hebras. Esta temperatura generalmente se 

encuentra entre 93°C y 97°C. Esta etapa permite que los oligos se acoplen a la 

cadena molde, ya que cuando se encuentra como doble cadena esto no es posible 

(Joshi and Deshpande 2011).  

• Alineamiento: En esta etapa los primers se unen a la cadena molde de manera 

complementaria. La temperatura que se establece en esta etapa está determinada por 

la Tm de los primers, que generalmente es de entre 58 y 62°C (Joshi and Deshpande 

2011). La temperatura que se establece se conoce como temperatura de 

alineamiento, o Ta, generalmente es 5°C menor a la Tm. Con la Ta se pretende 

asegurar que los primers se emparejarán con la secuencia correspondiente de la 
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cadena molde y la DNA polimerasa se acoplará a ellos para comenzar con la adición 

dNTPs (Kumari and .Y 2016). 

• Extensión: Durante esta etapa la DNA polimerasa actúa sobre la cadena molde 

añadiendo los nucleótidos (Figura 1). Generalmente esta temperatura se establece a 

72°C. La temperatura utilizada dependerá principalmente del tipo de DNA 

polimerasa que se esté utilizando (Joshi and Deshpande 2011). 

 

 

 

Figura 1: Representación de las etapas de la PCR para obtener el amplificado de un fragmento específico 

(Lorenz 2012) 
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Estos cambios de temperatura se repiten cíclicamente de 25 a 35 veces en un dispositivo 

conocido como termociclador, cuya función es la de realizar las variaciones de temperatura 

en la reacción. Finalmente, debido a que la generación de copias es exponencial, se obtiene 

una gran cantidad del fragmento de DNA deseado (Ronai and Yakubovskaya 1995). En la 

figura 2 se representa el número de copias que aumenta exponencialmente con los ciclos de 

reacción. 

 

Figura 2: Representación de la amplificación exponencial de un fragmento de DNA específico mediante 

la PCR (Nakatsu 2013) 
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1.4 PCR multiplex 

La PCR convencional permite identificar una secuencia de DNA; la PCR multiplex es un 

tipo de PCR que permite identificar distintas secuencias de DNA específicas dentro de una 

misma reacción. Se basa en el mismo principio que la PCR convencional, con la diferencia 

de que en ésta se tienen distintos juegos de primers que permiten identificar distintas 

secuencias de DNA y además permite obtener varios fragmentos de DNA dentro de la 

misma reacción (Bolivar, Rojas, and Garcia-lugo 2014). 

 

La PCR multiplex se describió por primera vez en 1988 con el propósito de amplificar loci 

múltiples para el gen de la distrofia muscular en humano. A partir de ese momento se 

utilizó para el análisis simultáneo de marcadores múltiples, microsatélites, detección de 

microorganismos, de organismos genéticamente modificados, entre otros usos. 

Anteriormente, la difícil optimización de la técnica ocasionaba que al realizar una PCR 

multiplex se limitara a la amplificación de pocas secuencias y a errores en la amplificación. 

Esto debido a la formación de productos inespecíficos o la inespecificidad de los primers 

con la cadena molde, que son unas de las principales problemáticas en la realización de una 

PCR multiplex (Bolivar et al. 2014). 

 

El diseño de primers para este tipo de PCR requiere un análisis más extenso, ya que se 

deben tomar en cuenta factores adicionales.  

• Tm: Para que se lleve a cabo correctamente la hibridación dentro de la misma 

reacción, los primers deben tener una Tm similar. El rango de las Tm debe ser 

menor a 5°C. De esta manera se asegura que se formarán todos los amplificados y 

se evita la formación de falsos negativos (Bolivar et al. 2014). 

•  Dímeros: Se debe verificar que los primers no sean complementarios entre ellos 

mismos ni con los demás. En ocasiones, la secuencia de los primers puede tener un 

grado de complementariedad con otros primers, lo que ocasiona que se alineen 

formando una estructura llamada dímero. Cuando se forman dímeros, los primers no 

se pueden unir a la cadena molde y la amplificación no se lleva a cabo (Judelson 

2013). 
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• Especificidad de los primers: Se debe verificar que los primers para cada 

amplificado no tengan una secuencia similar a la del DNA de otro organismo o de 

otra región de la cadena a amplificar, en el caso de que esto ocurra se producirán 

productos inespecíficos (Judelson 2013). 

 

Hoy en día existen diferentes herramientas bioinformáticas que permiten el diseño y 

análisis de primers y para realizar el análisis de secuencias. Estas herramientas permiten 

disminuir la cantidad de productos inespecíficos e incrementan la especificidad de los 

primers (Elsalam 2003).  

Para realizar una PCR multiplex se deben utilizar distintos pares de primers que permitan la 

identificación de las secuencias deseadas, así como que los productos de amplificación 

tengan longitudes diferentes, ya que de esta manera se podrán analizar los resultados e 

identificar a qué corresponden las secuencias obtenidas (Bolivar et al. 2014).  

Las aplicaciones de la PCR multiplex son: 

• Identificación de patógenos 

• Genotipificación 

• Análisis de mutaciones 

• Detección de deleciones 

• Detección de RNA 

• Estudios forenses 

• Amplificación de DNA (Joshi and Deshpande 2011) 

 

1.5 PCR multiplex para diagnóstico de patógenos 

 

Dentro del diagnóstico de patógenos, la PCR ha permitido la identificación de un gran 

número de agentes, bacterias, hongos, parásitos, virus, entre otros. Se han desarrollado 

varios ensayos para el diagnóstico de infecciones de distinta índole mediante el uso de esta 

herramienta, encontrando que el tiempo de diagnóstico es menor y más específico (Reller, 

Weinstein, and Petti 2007). Dentro de los diagnósticos por PCR múltiplex que se han 

diseñado se encuentran: 



   

  16  

Shu Huan y colaboradores elaboraron en 2018 una PCR para identificar distintos 

organismos productores de diarrea (Tabla 2). Evaluaron enfermedades causantes de 

diarrea difíciles de identificar. Dentro del estudio se evaluó el método diagnóstico 

convencional y el molecular (PCR). Se encontró que con la PCR se logró detectar 

más muestras positivas, virales y parasitarias que el método convencional. En la 

tabla X se representan los resultados comparativos entre los dos métodos. En el 

estudio también se menciona que para establecer la PCR como un mejor método de 

diagnóstico deben realizarse estudios sobre la supervivencia comparando el método 

de diagnóstico de los pacientes y costos (Huang et al. 2018).  
 

Tabla 2: Resultados de los resultados positivos mediante la técnica convencional y PCR 

para el diagnóstico de enfermedades causantes de diarrea (Huang et al. 2018). 

 

 

 

• PCR multiplex para la identificación de enfermedades de transmisión sexual por 

Romero y colaboradores en 2016. Esta PCR incluye el diagnóstico de enfermedades 

de transmisión sexual. Ésta permitió diagnosticar Mycosplasma hominis, Neisseria 
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gonorrhoeae, Ureoplasma urealyticun y trichomonas vaginalis aun cuando las 

pacientes estaban asintomáticas (Romero Viamonte and Ulloa Castro 2016). 

• PCR multiplex de Tsalik y colaboradores para diagnosticar bacterias en torrente 

sanguíneo en pacientes con sepsis. En este estudio se encontró que el cultivo celular 

identificó mejor el agente etiológico causante de la septicemia, mientras que el 

diagnóstico por PCR permitió identificar 24 organismos más que el cultivo celular 

(Tsalik et al. 2010).   

• PCR para detección e identificación de diferentes especies de Chlamydiaceae. 

Dentro de este estudio se identificó el género de Chlamydiaceae mediante la 

amplificación del gen omp2. Posteriormente, para la identificación de especies, se 

realizó por longitud de fragmentos de restricción. En este caso, el gen omp2 es un 

gen que comparten todas las especies de Chlamydiaceae; sin embargo, tiene 

variaciones en su secuencia dependiendo de la especie y éstas pueden identificarse 

mediante una digestión enzimática. A este tipo de identificación se le conoce como 

PCR-RFLP, que consiste en amplificar un fragmento de la secuencia de DNA.  

Posteriormente, se divide mediante enzimas de digestión que corta en secuencias 

cortas específicas la cadena amplificada para conocer si contiene la secuencia de 

corte, después, cuando se corre una electroforesis se puede saber si la cadena sufrió 

un corte y el tamaño de los fragmentos producidos (Hartley et al. 2001).  

• PCR multiplex para el diagnóstico de infección por Staphylococcus. En esta PCR se 

diseñaron y probaron primers para conocer la especie de Staphylococcus que se 

encuentra causando la infección y determinar si es resistente o no a la oxacilina. 

Dentro de los resultados encontraron que de 77 muestras la PCR identificó 

inconsistentemente 7 muestras, comparados con cultivo celular. Por otro lado, se 

encontraron dos muestras que contenían el gen de resistencia; sin embargo, se 

comprobó que eran sensibles a la oxacilina mediante cultivo celular (Mason et al. 

2001) 
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1.6 Electroforesis 

Una forma de revelar la amplificación del fragmento es una electroforesis en gel (Lee et al. 

2012). La electroforesis es una técnica de separación que consiste en el desplazamiento de 

partículas en un medio, por acción de un campo eléctrico. Debido a la carga de los ácidos 

nucleicos esta técnica permite separar los fragmentos de DNA contenidos en una muestra 

por su peso (Magdeldin 2012).  

 

Consiste en la separación de moléculas por su tamaño y carga eléctrica. Se utiliza un medio 

poroso sobre el cual se desplazan las moléculas, para el análisis de ácidos nucleicos se 

utilizan medios de gel de agarosa o de poliacridamida. Los fragmentos se pueden identificar 

mediante una tinción y de esta manera se puede conocer su concentración e integridad 

(Magdeldin 2012). Entre más pequeña sea la partícula de DNA, más rápido podrá 

desplazarse en el gel. Para conocer el peso de una muestra se utilizan marcadores, que son 

fragmentos de DNA con un peso establecido. Así, mediante comparación se puede conocer 

el peso de la muestra. De esta manera se demuestra que se llevó a cabo la amplificación y 

se obtiene información sobre cuál fragmento se amplificó (Lee et al. 2012). 

 

Una herramienta bioinformática para conocer si se podrán identificar las secuencias 

amplificadas es NEBCutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Esta herramienta permite 

realizar digestiones de secuencias y para su análisis, permite obtener una simulación de gel 

de agarosa en la que permite establecer la concentración y composición del gel, así como el 

marcador a utilizar. El gel se realiza basándose en una curva generada con datos 

experimentales producidos con un tamaño conocido. La simulación permite establecer los 

porcentajes de agarosa y el buffer de corrida para encontrar las mejores condiciones de 

electroforesis a (Vincze, Posfai and Roberts 2003). 

 

1.7 Software para biología molecular 

Se han desarrollado varios softwares para análisis de biología molecular. Estos pueden 

tener varias funciones, cómo diseño de primers, electroforesis in silico, simulación PCR-

overlap, diseño de vectores, diseño de plásmidos, entre otros. Son de gran utilidad para 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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realizar simulaciones antes de llevar a cabo la experimentación para conocer cómo se 

comportaran los componentes de la reacción.  

Este tipo de softwares permite predecir secuencias o comportamientos de las diferentes 

funciones que tienen antes de realizar el experimento in vitro. Algunos ejemplos son: 

Benchling, SnapGene, LaserGene, entre otros (Polysom, consultado el 20 de febrero del 

2021).  

Estos softwares tienen funciones para la generación de primers a partir de una cadena 

proporcionada por el usuario. también realiza cálculos de TM y de complementareidad y 

perite la visualización de una electroforesis in silico. Adicionalmente permite la 

visualización de los genes con sus respectivos primers. Un ejemplo es el software d 

Lasergene, que permite la visualización de secuencias que el usuario introduce o de un 

banco de secuencias generado. A partir de estas secuencia se pueden trabajar sobre ella el 

diseño de priemers, localización de sitios de corte, conversión a plásmido, entre otras 

acciones (Burland 2000) 

 

Otro software es el de SnapGene, que permite la introducción de una secuencia de DNA y 

su análisis. Este software permite encontrar sitios de corte de enzimas de restricción, 

identificar vectores de clonación, hacer comparación de secuencias, entre otras funciones. 

Las funciones de interés para este proyecto con las de generación de primers y la de 

electroforesis in silico (SnapGene 2021b).  

 

El software de SnapGene permite la introducción de primers de manera manual (Figura 3) o 

los puede generar de manera automática y los identifica dentro de la secuencia. Una vez 

identiificada la localización de los primers se puede obtener información sobre el 

amplificado y los primers (SnapGene 2021a). 
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Figura 3: Indicaciones para insertar un primer de manera manual en una secuencia en la herramienta de 

SnapGene (SnapGene 2021a). 
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Capítulo 2. Primers 

 

2.1 Generalidades 

Los primers son secuencias cortas de DNA (oligo) que deben ser complementarios a una 

región específica de la cadena molde. Para amplificar un fragmento de la cadena molde se 

requieren dos primers. Se conocen como forward primer al oligo que va sobre la hebra de 

DNA antisentido, y como reverse primer al que va en la cadena sentido, de esta manera se 

logra obtener una copia de la región entre las dos secuencias seleccionadas como se observa 

en la figura 4 (Judelson 2013). 

 

Figura 4: Representación de la delimitación del fragmento a amplificar mediante los primers complementarios 

a la cadena (Konietzny and Greiner 2003) 
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 2.1.1 Características 

Los primers deben cumplir con las siguientes características: 

• Longitud: Debe ser de 18 a 30 nucleótidos (Judelson 2013); de esta manera la Tm 

será similar. También permite que haya especificidad con la cadena molde de 

interés y se evitará la formación de productos inespecíficos. La longitud depende 

principalmente de la cadena molde, ya que el primer debe tener una 

complementariedad de 100% y no debe ser complementaria con la cadena molde de 

otro organismo (Bolivar et al. 2014)  

• Tm: Se refiere a la temperatura de fusión (Temperature Melting por sus siglas en 

inglés). Al realizar una PCR multiplex las TM de los diferentes pares de primers 

deben ser similares.  

o Una fórmula con la que se puede estimar la TM es la fórmula de Wallace-

Ikatura (Ahsen, Wittwer, and Schu 2001): 

Tm≈4GC + 2AT 

Donde: 

GC se refiere al número de Guaninas y de Citocinas del Primer. 

AT se refiere al número de Adeninas y Timinas en el primer (Ahsen et al. 2001). 

Esta ecuación se utiliza para oligos cortos de 14 a 20 nucleótidos.  

Ésta considera la fuerza de los enlaces GC y la de los enlaces AT, debido a que 

los enlaces GC son más fuertes, por lo que aumentan el valor de la Tm.  

o Otra ecuación para calcular la Tm es: 

Tm = 81.5 + 16.6 log M + 41(XG+XC) - 500/L - 0.62F 

Donde:  

M es la concentración molar de cationes monovalentes. 

G y XC son las fracciones molares de G y C en el oligo.  

L es la longitud de la cadena más corta del par de primers. 

F es la concentración molar de formamida (Howley et al. 1979). 

Esta ecuación toma en cuenta la concentración de sales y de formamida para el 

cálculo de la Tm.  
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Suele utilizarse para oligos más largo, mayores a 50 nucleótidos, pero se puede 

utilizar también para oligos cortos. Ésta considera la relación de Guaninas y 

Citocinas dentro de la cadena (Howley et al. 1979). 

• Ta: Ésta debe debe ser similar para todos los oligos. Debido a esto, los oligos tienen 

características de longitud y composición similares. De esta manera se asegura que 

todos los alineamientos se lleven a cabo y por ende se produzcan todos los 

amplificados. 

• No formación de dímeros: Se debe verificar que los oligos no formen dímeros para 

que se lleve a cabo el alineamiento de todas las cadenas de interés. Para verificar 

esto se  debe realizar un análisis de la composición de las cadenas, su secuencia y la 

fuerza de los enlaces que pueden formar entre los oligos (Judelson 2013).  

• Composición: Se refiere al porcentaje de Guaninas y Citosinas que contiene la 

cadena, que debe estar entre 45% y 55%. Se deben evitar regiones con varios 

nucleótidos repetidos (Judelson 2013). 

• Estabilidad del extremo 3’: se recomienda que el nucleótido en el extremo 3’ sea 

una Guanina o una Citocina para asegurar la unión con la base complementaria 

debido a que estos nucleótidos se unen con tres puentes de Hidrógeno, al contrario 

del enlace A-T que se une con dos (Breslauer et al. 1986). 

 

2.2 Diseño  

Por cada secuencia de DNA que se desee amplificar se deben diseñar dos primers para 

delimitar cada extremo de la cadena. Uno es conocido como Forward primer y el segundo 

como Reverse primer. De esta manera se delimita la secuencia que se amplificará cómo se 

representa en la figura 5 (Judelson 2013; Nolan, Huggett, and Sanchez 2013).  

 

Las secuencias de DNA tienen un sentido de 3’ a 5’. Este sentido hace referencia al 

carbono de la pentosa del nucleótido al que está unido la base nitrogenada (Figura 5). A 

partir de este sentido se realiza la secuencia de nucleótidos de una cadena de DNA (Urbain 

2001). La cadena molde está conformada por una doble hélice, que consiste en dos cadenas 

simples de DNA. Cuando se separan, una es denominada como cadena sentido (ésta es la 

secuencia que se utiliza como secuencia FASTA) y la cadena complementaria se denomina 
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cadena antisentido, ésta se considera que va en sentido 5’ a 3’ en relación a la cadena 

sentido. 

• Forward primer: Éste primer debe ser complementario al inicio de la secuencia de 

DNA que se amplificará, es decir, la cadena antisentido (Nolan et al. 2013). 

• Reverse primer: Éste debe ser complementario al extremo final de la secuencia que 

se desea amplificar en la cadena sentido (Nolan et al. 2013). 

 

 

Figura 5: Representación de la delimitación de la cadena molde mediante el uso de primers (Khan Academy 

2019) 

 

 

Figura 5: Representación de un nucleótido en la que se observa la numeración de los carbonos que dan el 

sentido de la cadena 
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Para realizar los primers primeramente se debe obtener la secuencia de DNA que se desea 

amplificar. Existen distintas bases de datos de las cuales se pueden obtener las secuencias 

de genomas completos hasta genes (Elsalam 2003).  

• GenBank: Es una base de datos del NCBI que colecta la secuencia de organismos y 

genes para su acceso público.  

• DDBJ: Se refiere al banco de datos de DNA de Japón. Esta base de datos permite el 

acceso a las secuencias de DNA de distintos organismos y genes. 

• ENA: El Archivo Europeo de Nucleótidos permite el acceso a las secuencias de 

distintos organismo y genes. 

Estas tres entidades conforman la Colaboración Internacional de Base de Datos de 

Secuencia de Nucleótidos  

 

Una vez que se eligió la secuencia se procede a obtener los primers, para esto se cuenta con 

varias herramientas bioinformáticas (Elsalam 2003): 

• Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/): Esta 

herramienta permite obtener varios juegos de primers a partir de una secuencia 

brindada. Se debe ingresar la secuencia de interés, además se pueden establecer las 

características que se desea que tengan los primers (Figura 6). Como resultados el 

programa establece distintos pares de primers que se pueden utilizar para amplificar 

determinadas secciones del DNA proporcionado, con distintas longitudes de 

amplificado. También un alineamiento con la secuencia de los organismos de 

interés para evitar la formación de productos inespecíficos. Por otro lado, se pueden 

introducir los primers deseados y brindará información sobre la cadena amplificada, 

los primers en si y si los primers son complementarios al DNA de otro organismo. 

Además, permite ver el alineamiento de la secuencia. En los resultados 

adicionalmente da información sobre la Tm y composición de los (Elsalam 2003). 

Para el presente trabajo se utilizó esta herramienta para la elaboración de la PCR 

multiplex. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Figura 6: Captura de pantalla de la Herramienta Primer-BLAST. En rojo se indica la sección para indicar la 

secuencia de interés; en amarillo la posición en la que se desea se encuentren los primers, en rojo la opción 

para utilizar primers propios, en verde el tamaño del amplificado, y en morado la Tm de los primers 

 

• Primer3web (http://bioinfo.ut.ee/primer3/):  Permite obtener 5 primers a partir de 

una secuencia introducida, permite también seleccionar los primers que se desean 

para conocer sus características. En los resultados adicionalmente se brinda 

información sobre la composición del primer y su Tm (Elsalam 2003). 

 

 

2.3 Controles 

Para verificar que el proceso de la PCR se lleve a cabo correctamente se deben diseñar un 

par de primers para un control negativo y un control positivo (Nolan et al. 2013). 

• Control positivo: Consiste en un par de primers para una secuencia que se sabe se 

encuentra en la muestra. El fragmento para el que se diseñe los primers dependen de 

la muestra. Adicionalmente, si no se conoce la composición de la muestra, se 

pueden realizar para la secuencia de un organismo que no se encuentre en la 

muestra. Posteriormente se hace una extracción de DNA de células de ese 

organismo y se añade a la muestra problema. Dentro del control positivo se puede 

incluir un gen constitutivo, es decir, un gen que se encuentra dentro del organismo o 

grupo de organismos a identificar. Un ejemplo es el gen 16s RNA cuando se 

http://bioinfo.ut.ee/primer3/
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identifican las procariotas. El 16s RNA es un gen constitutivo de las bacterias, es 

decir, todas las células procariotas lo contienen en su genoma. Al utilizar este gen 

como control positivo si bien no permite identificar a cual bacteria pertenece, 

permite conocer la presencia de una bacteria y conocer que la PCR está funcionando 

correctamente (Judelson 2013; Nolan et al. 2013). 

• Control negativo: Éste consiste en un par de primers para un DNA que se sabe que 

no se encuentra en la muestra. Al momento de realizar la electroforesis el pozo con 

estos primers no debe tener amplificado, si se encuentra algún amplificado indica 

que algún componente de la PCR no está funcionando de la manera correcta. Esto 

puede indicar que los primers no tienen la especificidad necesaria o que la muestra 

está contaminada  (Judelson 2013; Nolan et al. 2013).   

• Control de reactivos: Éste consiste en una muestra sin DNA; de esta manera se 

verifica que los reactivos se encuentran libres de material genético y que no hay 

falsos positivos (Elsalam et al. 2013).  

 

Después de la realización de la PCR, al momento de realizar el análisis la cadena del 

control positivo debe haberse amplificado, mientras que la del control negativo no debió 

llevar a cabo la amplificación. Si el fragmento del control positivo no se amplificó indica 

que la reacción no se llevó a cabo, por lo que hay que verificar las condiciones en las que se 

está llevando a cabo la reacción. Si el control negativo tiene un producto de amplificación 

puede indicar degradación del DNA y formación de productos no específicos. En ambos 

casos los resultados de la PCR no son confiables (Patel et al. 2015). 

 

2.4 Análisis  

El análisis de primers consiste en una evaluación de varias características de los oligos. 

Individualmente se verifica que los primers no sean complementarios al DNA de otro 

organismo, y que sean totalmente complementarios al DNA que se pretende amplificar. El 

análisis que se le realiza al conjunto de primers consiste en verificar que sus Tm sean 

similares y que no tengan complementariedad entre ellos para evitar la formación de 

dímeros. 
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Una vez que se tienen establecidas las secuencias que se pretenden amplificar y que se 

obtienen las opciones de primers, se debe verificar que éstos no sean complementarios al 

DNA de otro organismo. Si es así, se pueden generar productos inespecíficos que no 

permitirían la visualización correcta del producto amplificado (Judelson 2013). Para 

verificar que los primers seleccionados no amplifiquen con otro DNA se debe realizar un 

alineamiento del primer con la secuencia de los diferentes organismos con los que se cuenta 

información. Para realizar esto se pueden utilizar diferentes herramientas bioinformáticas 

(Elsalam 2003). 

 

• Primer-BLAST: Además de proporcionar opciones de primers, el programa realiza 

un alineamiento con las secuencias de otros organismos que se especifiquen y, en 

caso de existir, muestra el alineamiento. El programa muestra la similitud que hay 

entre el DNA de los dos organismos. A partir de esta información se puede decidir 

si es necesario cambiar el primer propuesto o si se puede utilizar el mismo. (Jian et 

al. 2012). 

• BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi): Este programa realiza un 

alineamiento de la secuencia introducida con las secuencias disponibles en la base 

de datos de GenBank. Posteriormente despliega los resultados en manera de listado 

indicando los organismos que tienen una secuencia similar, y el grado de similitud. 

Adicionalmente se puede obtener el alineamiento de la secuencia para conocer el 

nucleótido en el que se encuentra la diferencia, de esta manera puede elegirse la 

mejor secuencia a amplificar y el primer a utilizar (Boratyn et al. 2013). 

 

Los resultados obtenidos deben indicar que el primer tiene un 100% de similitud con la 

cadena de interés. Adicionalmente no se debe encontrar similitud con el DNA de 

organismos diferentes, en caso de existir similitud se debe verificar que la misma no sea 

alta, si esto sucede se debe evaluar si se puede utilizar el primer a pesar de la similitud 

presentada. Entro de los parámetros a evaluar cuando se encuentra la similitud debe 

considerarse el organismo con el que tiene la similitud, el número de nucleótidos que 

comparte la secuencia y el tipo de nucleótidos que comparte, entre otros. 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Un primer puede tener complementariedad con él mismo, formando un dímero; de éstos 

hay dos tipos, el convencional, cuando el dímero se forma por dos cadenas del mismo oligo 

se llama homodímero, o hairpin, cuando un oligo tiene complementariedad y se alinea con 

si mismo, formando un doblez. Por otro lado, cuando hay dos primers que son 

complementarios entre ellos se le llama heterodímero. En la Figura 7 se muestra cómo 

puede ocurrir la formación de dímeros (Judelson 2013).  

 

 

Figura 7: Representación de la formación de dímeros. Los primers A y B forman un heterodímero, mientras 

que el Primer C forma un homodímero en forma de “hairpin”. 

 

Existen diversas herramientas bioinformáticas que permiten conocer si se formarán 

dímeros. Entre ellas están:  

• OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer): Esta 

herramienta permite analizar primers para conocer si forman dímeros. Se puede 

ingresar un par de primers para conocer si formarán heterodímeros o un primer para 

conocer si forma un homodímero. Permite conocer el alineamiento de los dímeros, o 

del hairpin para identificar las bases que lo están causando. OligoAnalyzer permite 

establecer las condiciones de reacción como la concentración de los primers, de 

Sodio, Magnesio y de nucleótidos para obtener los resultados in silico. 

Adicionalmente establece la TM de cada primer. Como desventaja, esta herramienta 

sólo permite analizar uno o dos oligos por análisis, por lo que para realizar una PCR 

https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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multiplex deberán realizarse los análisis de todas las combinaciones que pueda 

haber entre los primers por separado (Owczarzy et al. 2008). 

• ThermoFisher Multiple Primer Analyzer 

(https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-

library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-

analyzer.hTml?fbclid=IwAR0iF9r8gW6gtY10Q6Es0Xe40nJj-

0Wk8ZpBZQ7oPdvDNBNtvGbwa3lCLME): Esta herramienta permite introducir 

varias secuencias de primers y determina, con un solo ánalisis, si forman 

homodímeros o heterodímeros. Permite establecer la concentración salina y de los 

primers para obtener los resultados in silico. Adicionalmente indica la TM y la 

composición de nucleótidos de los primers. Como ventaja, esta herramienta permite 

conocer la formación de dímeros en un solo análisis, ya que permite introducir 

varias secuencias en una sola ocasión  (Brown et al. 2017). Los cálculos que realiza 

son de acuerdo con: Breslauer et al. (1986) (Breslauer et al. 1986).  

 

Con los resultados obtenidos con estas herramientas es posible verificar la 

complementariedad entre los primers. En caso de existir resultados positivos se debe 

evaluar el uso de los primers que presentan la complementariedad y cambiarlos si es 

necesario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html?fbclid=IwAR0iF9r8gW6gtY10Q6Es0Xe40nJj-0Wk8ZpBZQ7oPdvDNBNtvGbwa3lCLME
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html?fbclid=IwAR0iF9r8gW6gtY10Q6Es0Xe40nJj-0Wk8ZpBZQ7oPdvDNBNtvGbwa3lCLME
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html?fbclid=IwAR0iF9r8gW6gtY10Q6Es0Xe40nJj-0Wk8ZpBZQ7oPdvDNBNtvGbwa3lCLME
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html?fbclid=IwAR0iF9r8gW6gtY10Q6Es0Xe40nJj-0Wk8ZpBZQ7oPdvDNBNtvGbwa3lCLME
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html?fbclid=IwAR0iF9r8gW6gtY10Q6Es0Xe40nJj-0Wk8ZpBZQ7oPdvDNBNtvGbwa3lCLME
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Capítulo 3. Diarrea  

  

3.1 Concepto 

La diarrea consiste en un aumento en el número de deposiciones y/o una disminución en su 

consistencia, presentando heces blandas o acuosas. Puede estar acompañada de náuseas, 

vómitos, fiebre o dolor abdominal. La causa más frecuente en los países en desarrollo es 

una infección gastrointestinal, aunque también puede ser ocasionada por virus y parásitos 

(Farthing 2012).  

 

Está considerada como una de las principales causas de muerte en infantes, siendo la 

segunda causa de muerte de niños menores a 5 años. La diarrea aguda puede causar la 

muerte en un periodo corto de tiempo si no es tratada, por lo que la identificación del 

agente causal es fundamental para determinar el tratamiento correcto (CDC 2016). 

 

3.2 Agentes causantes de diarrea  

A continuación, en la tabla 3, se mencionan los agentes que causan diarrea en el organismo. 

 

Tabla 3: Organismos que ocasionan diarrea en el humano (Farthing 2012) 

Bacterias Virus Parásitos 

Escherichia coli productora 

de diarrea 

Campylobacter jejuni 

Vibrio cholerae O1 

V. cholerae O139 

Shigella 

V. parahaemolyticus 

Bacteroides fragilis 

E. coli 

C. upsaliensis 

Salmonella no tifoidea 

Clostridium difficile 

Yersinia enterocolitica 

Y. pseudotuberculosis 

Rotavirus 

Norovirus (calicivirus) 

Adenovirus (serotipo 40/41) 

Astrovirus 

Citomegalovirus 

Protozoarios 

Cryptosporidium parvum 

Giardia intestinalis 

Microsporidia 

Entamoeba histolytica 

Isospora belli 

Cyclospora cayetanensis 

Dientamoeba fragilis 

Blastocystis hominis 

Helmintos 

Strongyloides stercolaris 

Angiostrongyluscostaricensis 

Ashistosoma mansoni 

S. japonicum 
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La causa de diarrea más común en países en desarrollo es la infecciosa, por lo que 

generalmente cuando un paciente presenta esta afección se siguen tratamientos para 

infecciones (Farthing 2012). Los agentes mencionados en la tabla 4 son los agentes 

microbianos de mayor interés en el diagnóstico de la diarrea infecciosa.  

 

Tabla 4: Enterobacterias importantes desde el punto de vista clínico (Puerta and Mateos 2010) 

Género Especies 

Escherichia coli, alberti, alvei 

Klebsiella pneumoniae, oxytoca, granulomatis 

Salmonella choleraesuis 

Enterobacter aerogenes, cloacae, aglomerans, gergoviae, sakazakii 

Serratia marcencens 

Hafnia alves 

Citrobacter freundii, amalonaticus, diversus 

Yersinia pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis 

Proteus mirabilis, vulgaris 

Providencia rettgeri, stuartii 

Morganella morganii 

Shigella dysenterii, flexneri, sonnei, boydei 

Plesiomonas shigelloides 

Edwarsiella tarda 

Ewingella americana  

  

3.2.1 Enterobacterias 

Las bacterias que se alojan en el intestino son llamadas enterobacterias. En la tabla 4 se 

mencionan las de mayor importancia clínica, aunque no todas las enterobacterias son 

patógenas. Las enterobacterias son un grupo de bacterias bacilo Gram negativas que 

reciben su nombre debido a su localización en el tubo digestivo. Son anaerobias 

facultativas, no formadoras de esporas, catalasa positivas y generalmente tienen movilidad. 

Usualmente son saprofíticas en varios animales además del hombre, aunque también hay 

algunas patógenas. Frecuentemente causan problemas de salud en pacientes 

inmunodeficientes; sin embargo, algunas, como Salmonella, puede ejercer una acción 

dañina sin que el paciente se encuentre inmunocomprometido (Puerta and Mateos 2010). 
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La enterobacteria que mayormente se encuentra en el intestino es E. coli, que es saprofítica 

oportunista; sin embargo, existen varios tipos de E. coli que afectan la salud, como la 

enterotoxigénica, enterohemorrágica, enteropatógena y la enteroagregativa. Estos tipos de 

E. coli causan daño sin que el paciente tenga alguna inmunodeficiencia, por lo que en caso 

de presentar alguno de los síntomas que causan se debe consultar con un especialista lo 

antes posible para trata el patógeno. 

 

3.3 Diagnóstico 

El diagnóstico generalmente se realiza por un coprocultivo. Un coprocultivo consiste en 

tomar una muestra de las heces para posteriormente realizar un cultivo celular y obtener los 

patógenos que causan el padecimiento. El coprocultivo permite realizar el diagnóstico 

etiológico del agente que causa una afectación intestinal. Se realiza mediante técnicas 

bacteriológicas de cultivo celular que permiten el aislamiento e identificación del patógeno. 

 

Hoy en día el diagnóstico de infecciones también se realiza por técnicas de biología 

molecular, aunque en menor medida. La PCR y la secuenciación han permitido la 

caracterización de distintos microorganismos, así como la identificación de algunos nuevos. 

La PCR se ha utilizado en distintas ocasiones para la identificación de microorganismos en 

muestras biológicas (Mahmudunnabi et al. 2018; Mason et al. 2001; Menon, Kapila, and 

Ohri 1999; Tsalik et al. 2010).  

 

3.3.1 Diagnóstico molecular de infecciones 

 

El método de diagnóstico molecular de infecciones por PCR consiste en la identificación de 

la cadena o fragmento de cadena del organismo que se sospecha está causando la infección. 

Esta técnica permite identificar el agente etiológico que causa la infección. La rápida 

obtención de resultados y su alta especificidad han permitido mejorar el tratamiento de 

infecciones en casos de pacientes con enfermedades inmunodeficientes, en las que el 

tiempo de diagnóstico es crucial (Menon et al. 1999).  
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Entre las enfermedades de mayor interés que se han diagnosticado con esta técnica se 

encuentran: 

• Pneumonia 

• Faringitis por Estreptococcus 

• Ulceras urogenitales por infección 

• Tuberculosis (Menon et al. 1999) 

 

Para la identificación del agente etiológico se toman en cuenta los organismos que causan 

determinada patología. Dependiendo de la patología se elegirán los organismos de interés y 

se diseñarán los primers para su identificación (Menon et al. 1999). Por ejemplo, para 

infecciones gastrointestinales se elegirán primers para identificación de enterobacterias, ya 

que son los principales agentes que causan la patología. Para llevar esto a cabo, 

generalmente se eligen genes particulares de cada género para realizar la amplificación, de 

esta manera se asegura que el resultado corresponde con el organismo de interés. Para 

identificar la especie se puede realizar una RFLP o la amplificación de una cadena 

exclusiva de la especie (Mahmudunnabi et al. 2018; Menon et al. 1999) 

 

Se han desarrollado distintos métodos de diagnóstico de infecciones por PCR multiplex. La 

PCR multiplex que se diseña se enfoca en el origen de la muestra, así, se puede realizar el 

diagnóstico de infecciones de vías respiratorias, meningitis, sepsis, entre otras. Para su 

diseño se tienen en consideración los agentes que generalmente causan el tipo de infección 

a diagnosticar, Debido a que la PCR es múltiplex deberán seguirse todas las indicaciones 

para asegurar que los resultados sean confiables (Elsalam et al. 2013). 
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Capítulo 4. Resistencia antimicrobiana 

 

4.1: Concepto 

La resistencia antimicrobiana o farmacorresistencia se refiere a los cambios que sufren los 

microorganismos ocasionando que los medicamentos que son utilizados para tratar esas 

infecciones dejen de ser eficaces. Es un proceso que sufren únicamente las bacterias y que 

ocasiona que los tratamientos de infecciones sean más complicados (Clave et al. 2017). 

 

Generalmente los antibióticos tienen la capacidad de afectar a la bacteria mediante acciones 

como inhibir la síntesis de la pared celular, de proteínas, de DNA o RNA, o lisar las células 

afectando la membrana celular, entre otros mecanismos. Cuando un antibiótico pierde la 

capacidad de inhibir el crecimiento celular se determina que la célula en cuestión desarrolló 

resistencia al antibiótico (Clave et al. 2017).  

 

4.2: Origen 

Una gran parte de las cepas de bacterias resistentes a antibióticos surgieron a partir de la 

selección natural. Debido a que la función de los antibióticos es eliminar las bacterias, éstas 

desarrollan procesos naturales que fomentan la resistencia a estos agentes (Vignoli and 

Seija 2006).  

 

La resistencia se da por mutaciones genéticas; posteriormente, al estar en presencia con los 

antibióticos estos ejercen una presión selectiva a la que responden los genes de resistencia 

expresándose. Adicionalmente, las bacterias pueden tener la capacidad de transmitir estos 

genes mutados a otras bacterias mediante la transferencia de plásmidos (Vignoli and Seija 

2006).  

 

4.3 Tipos de resistencia 

• Individual: Se refiere a la interacción individual de un mecanismo de un organismo 

individual hacia un antibiótico específico que genera la resistencia a la molécula del 

antibiótico. 
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• Poblacional: Se refiere a el comportamiento de una población bacteriana al 

enfrentarse a un antibiótico. 

• Natural: Se refiere a las características propias de cada especie o género. Por 

ejemplo, todas las bacterias Gram negativos son resistentes a la vancomicina. 

• Adquirida: Se refiere a aquella que no es propia del género o especie y que se 

obtuvo a través de una mutación o de la adquisición de un plásmido. Ésta es 

variable de cepa a cepa y es la que causa mayor dificultad en el tratamiento de 

infecciones (Zaman et al. 2017). 

 

4.4 Mecanismos de resistencia antimicrobiana 

4.4.1 Inactivación enzimática 

Consiste en la síntesis de enzimas que degraden el compuesto del antibiótico. 

Principalmente se producen enzimas hidrolíticas; sin embargo, las enzimas también pueden 

llevar a cabo acciones como acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones. La información 

para la síntesis de estas enzimas se obtiene mediante mutaciones o mediante la 

transferencia de plásmidos 

 

Una de las enzimas de mayor interés es el grupo de enzimas beta lactamasas, que llevan a 

cabo la hidrólisis de los antibióticos betalactámicos, como la penicilina. Desde su 

descubrimiento la penicilina es uno de los principales tratamientos para las infecciones; sin 

embargo, hoy en día existe una gran variedad de cepas de bacterias que codifican para 

enzimas beta lactamasas, por lo que una gran mayoría de antibióticos derivados de la 

penicilina se han vuelo ineficaces. Asimismo, se han encontrado cepas resistentes a los 

derivados de penicilina de nuevas generaciones (Hu et al. 2019). 

 

 

 4.4.2 Modificaciones del sitio blanco 

Este mecanismo consiste en una modificación al gen que codifica para el sitio blanco del 

antibiótico. La modificación de un aminoácido en una proteína genera un blanco diferente, 

lo que confiere una menor afinidad al sitio blanco del antibiótico y puede no intervenir en el 
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funcionamiento del organismo. Algunos de los mecanismos que conducen a este tipo de 

resistencia son:  

• Modificación de PBP (Penicilin Binding Protein): El PBP es un complejo 

enzimático que permite la síntesis del peptidoglicano de la pared celular, 

principalmente en Gram positivas. Al alterarse este sitio, la unión de los 

antibióticos, como los beta-lactámicos no se sucede, ocasionando que no tengan su 

efecto. La mutación que se da debe codificar para los sustitutos de los blancos 

originales, como PBP2’ En Staphylococcus spp, que ocasiona resistencia a la 

meticilina. Esta modificación puede producir también cepas resistentes a la 

penicilina e incluso a la ceftriaxona (Vignoli and Seija 2006). 

• Modificación ribosomal: Esta resistencia va dirigida a antibióticos cuyo blanco es 

algún componente ribosoma, como las tetraciclinas y los macrólidos. En este caso, 

los organismos resistentes sintetizan una metilasa que modifica el RNA ribosomal 

bacteriano, por lo que su afinidad con el antibiótico disminuye (Vignoli and Seija 

2006).  

 

4.4.3 Alteraciones de la permeabilidad 

La permeabilidad de la membrana celular es una propiedad que se refiere al paso de 

sustancias hacia y desde la célula de manera selectiva. La resistencia de este tipo se puede 

referir a cambios en las proteínas, que permiten el paso de las sustancias o a propiedades de 

la membrana que impiden el paso de ciertas sustancias (Vignoli and Seija 2006):  

• Alteración de la membrana bacteriana: Principalmente ocurre en bacterias Gram 

negativas ya que su pared es rica en lípidos, y por ende es impermeable a sustancias 

hidrofílicas, por lo que estas moléculas sólo podrán pasar a través de poros 

membranales. La expresión de los poros membranales puede verse disminuida, 

confiriendo resistencia a los antibióticos que dependen de esta vía de entrada 

(Vignoli and Seija 2006).  

• Alteraciones de la entrada de antibióticos dependientes de energía:  Esta resistencia 

generalmente se da en los antibióticos aminoglucósidos, que requieren la adherencia 

a moléculas de carga negativa. Posteriormente se produce un arreglo de LPS lo que 

conduce a la entrada del antibiótico por un sistema de transporte acoplado al 
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gradiente protónico que depende de la actividad de la cadena respiratoria aerobia. 

La resistencia se genera cuando el agente es anaerobio y se producen cambios en el 

gradiente electroquímico, dificultando la entrada del antibiótico a la célula (Vignoli 

and Seija 2006). 

• Aumento de la salida de antibióticos: Se le conoce como resistencia por eflujo. Es 

un mecanismo de resistencia inespecífico que consiste en la síntesis de proteínas de 

transporte transmembranales que provocan la salida de moléculas de alto peso 

molecular, como los antibióticos (Vignoli and Seija 2006).  

 

4.5 Importancia y prevalencia. 

La resistencia a antibióticos aumenta a nivel global; cada día se desarrollan y propagan 

nuevos mecanismos de resistencia antimicrobiana. Esto ocasiona que el tratamiento para 

infecciones, como tuberculosis, neumonía, septicemias, entre otras, sea más complejo, y a 

su vez se incentive su propagación (Clave et al. 2017).  

 

Un factor importante que ha estimulado la generación de mecanismos de resistencia es el 

uso inapropiado de antibióticos. Cuando la dosis de un tratamiento de antibiótico no se 

concluye, el patógeno puede no ser eliminado por completo y éste puede generar resistencia 

al antibiótico gracias al tiempo que estuvo expuesto a él. Por otro lado, la adquisición de 

antibióticos sin receta propicia la automedicación, cuando el tratamiento con un antibiótico 

no se realiza por un especialista de la salud el antibiótico puede no ser el indicado para 

tratar esa infección. Cuando una bacteria es expuesta ante un antibiótico hacia el que tiene 

una resistencia natural o adquirida ésta puede adicionalmente desarrollar un mecanismo de 

resistencia hacia ese antibiótico, que, posteriormente, puede ser transmitido a otros 

microorganismos (Clave et al. 2017).  

 

El desarrollo de resistencia a antibióticos presenta una amenaza al tratamiento de 

infecciones con medicamentos de primera línea, ocasionando que los tratamientos sean de 

mayor duración y costo. Además, supone una amenaza para los logros de la medicina, 

como los trasplantes, cesáreas, quimioterapias, cirugías y cualquier procedimiento que 

exponga al paciente a un patógeno (Clave et al. 2017). 
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Si se conoce la resistencia que tiene un patógeno hacia un antibiótico no debe ser tratado 

con éste, en cambio se debe utilizar otro antibiótico que se conozca tiene efecto sobre el 

patógeno. Es así como se elimina al patógeno y no se estimula la resistencia hacia un 

antimicrobiano (Zaman et al. 2017). 

 

 4.6 Identificación 

Para identificar si una bacteria presenta resistencia a un antibiótico se pueden realizar 

distintas pruebas, como el cultivo en medio con antibiótico, prueba con discos, o con 

diagnóstico molecular (Bagul and Sivakumar 2016). Hoy en día existen diferentes métodos 

para conocer si un microrganismo presente resistencia a algún antibiótico, entre ellos se 

encuentran: 

 

• Métodos fenotípicos o cualitativos 

o Discos de difusión de Kirby Bauer 

o Difusión en pozos 

o Discos de difusión de Stoke 

• Métodos cuantitativos 

o Prueba de dilución de caldo en tubo o macro 

o Prueba de dilución en agar 

o E test prueba de difusión por gradiente en agar (Bagul and Sivakumar 2016) 

 

La identificación de resistencia antimicrobiana con biología molecular consiste en 

identificar si la bacteria posee un gen para resistencia a antibióticos (Maugeri et al. 2019). 

Hoy en día existen distintos métodos para identificar genes de resistencia antibacteriana 

(Fluit, Visser, and Schmitz 2001) 

• Técnica de hibridización 

• PCR RFLP 

• Balizas moleculares 

• DNA ramificado 

• Secuenciación 
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• Matrices de DNA 

• Chips de DNA (Fluit et al. 2001) 

 

Se puede conocer si un organismo posee un gen de resistencia antimicrobiana diseñando un 

par de primers para la amplificación de ese gen. Cabe mencionar que si el organismo no 

presenta ese gen no significa que no tenga resistencia a ese antibiótico, ya que la resistencia 

puede presentarse debido a otro gen de resistencia antimicrobiana (Maugeri et al. 2019). 

 

Se han realizado distintas evaluaciones de resistencias a antibióticos, entre las que se 

encuentran:  

1. Evaluación de resistencia antimicrobiana, en E. coli de Sarker y colaboradores. En 

este estudio evaluaron la resistencia antimicrobiana de E. coli mediante métodos 

cualitativos y mediante PCR. Mediante el método de difusión en disco se observó 

que todas las muestras eran resistentes a la ampicilina y tetraciclina, y algunas de 

ellas a la trimetoprima sulfametoxazol y al ácido nalidíxico.  

Por otro lado mediante PCR se encontró que las cepas eran multirresistentes debido 

a que portaban los genes blaTEM, tetA, y Sul2 (Sarker et al. 2019). 

 

2. Identificación de resistencia a beta lactámicos, en Klebsiella por Mrowiec y 

colaboradoras. En este estudio se realizó la identificación de resistencia a 

antibióticos beta lactámicos mediante técnicas fenotípicas y mediante PCR. En este 

caso se utilizó la técnica de PCR para confirmar la resistencia observada en cultivo 

celular. De igual manera se pudo identificar el gen que originó la resistencia. Se 

encontró que los genes blaTEM eran más comunes en adultos que en niños y se 

llegaron a encontrar de manera duplicada y triplicada (Mrowiec et al. 2019). 

• Desarrollo de una PCR multiplex para diagnóstico de Mycobacterium tuberculosis 

multirresistente a antibióticos, por Salim y colaboradores. Para el diseño de esta 

PCR multiplex se consideraron diferentes genes que causan resistencia a 

antibióticos y las mutaciones que presentan. Se evaluó la resistencia mediante la 

amplificación de 3 genes, RIF (rpoB), INH (katG) y EMB (embB). Dentro del 

estudio también se menciona que el estudio es eficiente en cuanto a costo, tiempo, y 
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que tiene una mayor especificidad y sensibilidad que los métodos fenotípicos. Ellos 

obtuvieron los siguientes resultados en un gel de electroforesis (Figura 9 y 10) en 

éstos se observan dos bandas cuando presenta dos genes de resistencia y uno cuando 

es una resistencia simple (Salim et al. 2019).  

 

 

Figura 9: Patron obtenido para resistencia simple y múltiple de cepas mltiresistentes utilizando PCR 

multiplex (Salim et al. 2019) 

 

 

Figura 10: Patrón obtenido para cepas resistentes a EMB (Salim et al. 2019) 

 

• Comparación para la detección de resistencia antimicrobiana de la prueba de 

sinergia de discos combinados y PCR, por Nusrat y colaboradores. En este estudio 

se comparó un método fenotípico cuantitativo contra una PCR para identificar cepas 

resistentes a metallo beta lactamasas. En los resultados se encontró que la PCR es 

una técnica altamente sensible para identificar una resistencia antimicrobiana 

(Nusrat et al. 2019). 
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JUSTIFICACIÓN  

 

La diarrea mata alrededor de 525,000 niños menores de 5 años al año en el mundo, siendo 

la segunda causa de muerte en niños menores de 5 años. La diarrea causada por 

enfermedades entéricas es un factor de morbilidad y mortalidad mayor a nivel mundial. Se 

estima que cada año se dan de 2 a 4 mil millones episodios de diarrea infecciosa, 

especialmente en infantes. Adicionalmente la resistencia antimicrobiana ocasiona que los 

tratamientos con antibióticos más usados se vuelvan ineficientes, y al desconocer sobre la 

resistencia se propicia el desarrollo de bacterias resistentes a antibióticos. Por lo que hoy en 

día se ha vuelto esencial en el tratamiento conocer si el agente causante de infección tiene 

algún tipo de resistencia antimicrobiana. 

 

El diagnóstico o procedimiento de preferencia para identificar el agente etiológico de una 

diarrea infecciosa es un coprocultivo. El resultado de un coprocultivo puede llegar a tardar 

hasta 7 días, el tratamiento para una diarrea aguda debe comenzar 3 días posteriores al 

inicio de los síntomas (12 horas después de la infección), por lo que se debe desarrollar un 

método de diagnóstico más rápido. El diagnóstico por biología molecular mediante una 

PCR brinda resultados en un día o menos, lo que facilita la detección del patógeno y agiliza 

la indicación del tratamiento. Adicionalmente al identificar si tiene un gen de resistencia a 

antibiótico permite conocer un tratamiento más efectivo para la infección. Esta propuesta 

de PCR multiplex permite la identificación de las enterobacterias Shigella spp, 

Enterococcus spp, Salmonella spp y E. coli, y de 3 genes para resistencia a antibióticos 

comúnmente encontrados en enterobacterias para eficientizar el diagnóstico de diarrea 

causada por infección 

 

 

 

 

 

 

 



   

  43  

OBJETIVOS    

 

GENERAL  

Realizar un diseño in silico para una PCR multiplex mediante el uso de herramientas 

bioinformáticas para proponer el diagnóstico molecular de Shigella spp, Enterococcus spp, 

Salmonella spp y E. coli y su posible resistencia a antibióticos beta-lactámicos y 

quinolonas. 

 

 

PARTICULARES  

• Mediante una revisión bibliográfica identificar los genes candidatos para el diseño 

de primer que permitan la identificación específica de Shigella spp, Enterococcus 

spp, Salmonella spp y E. coli. 

• Obtener las secuencias de los genes seleccionados en las bases de datos 

especializadas  

• Hacer uso de diversas herramientas bioinformáticas para llevar a cabo el diseño de 

los primers. 

• Realizar el análisis bioinformático de los pares de primers para verificar los 

parámetros necesarios que garanticen su especificidad, eficiencia y fidelidad.  

• Realizar una electroforesis in silico para visualizar los resultados posibles de la PCR 

multiplex.  

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  44  

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Búsqueda bibliográfica de genes para 

identificación de los organismos en 

bases de datos bibliográficas 

Selección de genes o secuencias de interés 

Obtención de secuencias en formato 

FASTA en GenBank 

Obtención de opciones de primers con 

Primer-BLAST 

Verificación de dímeros con Múltiple 

Primer Analyzer de ThermoFisher 

Hay formación de 

dímeros 

Elegir primers 

Modificar primer 

o elegir otro 

Verificar especificidad de cadenas y 

primers con BLAST 

Son específicas 

Modificar primer 

o elegir otro 

Sí 

No 

Sí 

No 

Realizar electroforesis in silico 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

Selección de secuencias 

 

Mediante una revisión bibliográfica se determinaron los genes más característicos de cada 

género. La búsqueda bibliográfica se realizó en las bases de NCBI, Nature y Springer. Con 

los resultados en la búsqueda se determinaron los genes a amplificar en la PCR multiplex 

para la identificación de cada organismo y de las resistencias antimicrobianas, así como los 

controles (tabla 5).  

 

Tabla 5: Genes objetivo de amplificado para la identificación de organismos, resistencia a 

antibióticos y controles. 

 

• Identificación de Shigella 

Los géneros de Shigella y Escherichia comparten una gran parte de su genoma y la mayoría 

de sus genes, por lo que realizar una PCR múltiple que los identifique individualmente 

requiere la amplificación de fragmentos que no compartan. Brenner y colaboradores  

determinaron que la similaridad de la secuencia entre Shigella y E. coli se encuentra entre 

el 80% y 90% dependiendo de la especie (Brenner et al. 1972). El género Shigella es 

filogenéticamente un E. coli que posteriormente fue clasificada como especie separada 

debido a sus características bioquímicas y relevancia clínica. Su identificación 

generalmente se realiza con pruebas bioquímicas y serológicas; sin embargo, debido a su 

 Gen 

Shigella spp. Fragmento de genoma 

E. coli (enteropatógena) bfpA 

Salmonella spp. invA 

Enterococcus tuf 

Resistencia a beta lactámicos Tem-1 y blaIMP 

Resistencia a quinolonas qnrB 

Control negativo Fragmento de cromosoma X de Drosophila melanogaster 

Estándar interno 16s rRNA 
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similitud, algunas veces no es posible su diferenciación por estos métodos (Devanga 

Ragupathi et al. 2018).  

 

Para la identificación de Shigella por PCR, algunos de los genes que se utilizan en ensayos 

para su identificación son el virA y el ipaH. El gen ipaH es un gen que codifica para una 

ubiquitina quinasa que regula la respuesta inflamatoria aguda en el hospedero, Vu y 

colaboradores desarrollaron un método de identificación de Shigella mediante la 

amplificación del gen ipaH, encontrándolo en 55 muestras de las 60 analizadas (93%). En 

el estudio se propuso la amplificación de este gen como método de identificación de este 

género, ya que las 4 especies de Shigella lo contienen; sin embargo, también se menciona 

que este gen puede encontrarse en E. coli (Vu et al. 2004). Al analizar la secuencia con la 

herramienta de BLAST, se encontró un 100% de similitud con algunas cepas de E. coli, por 

lo que utilizar este gen para la identificación no generaría resultados específicos del género, 

por lo que se opta por utilizar un fragmento del genoma que no está relacionado a un gen en 

particular.  

 

El gen virA codifica para un factor de virulencia implicado en la diseminación intracelular. 

Cassabone y colaboradores desarrollaron un método de diagnóstico por PCR para 

identificar Shigella en pacientes con diarrea; encontraron que el gen virA servía para la 

identificación de Shigella. Se diseñaron distintos primers para la identificación de Shigella 

mediante la amplificación de distintos genes pertenecientes al género Shigella (ial, ipaH, 

(Pavlovic et al. 2011)set, sen, y virA). De estos genes se encontró virA en el 100% de las 

muestras (Casabonne et al. 2016). Por otro lado, Villalobo y Torres realizaron una PCR 

para identificar Shigella y E. coli utilizando el gen virA. Dentro de la PCR que realizaron 

encontraron que virA se encontraba en ambas especies (Villalobo and Torres 1998).  

 

Debido a la gran similitud de Shigella con E. coli se han desarrollado técnicas para su 

diferenciación a nivel molecular. Pavlovic y colaboradores desarrollaron una PCR duplex 

para la diferenciación de ambas. La PCR que se desarrolló fue una PCR en tiempo real que 

determinó la presencia de dos genes, lacY y uidA.  
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uidA es un gen presente en el género Shigella y E. coli, por otro lado, lacY es un gen 

presente exclusivamente en E. coli. Con esos datos se analizaron muestras previamente 

identificadas como E. coli y de todos los géneros de Shigella. Para la diferenciación de los 

géneros se determinó que si la muestra analizada contenía ambos genes se trataba de E. 

coli, por otro lado, si sólo contenía el gen uidA la muestra se trataba de Shigella. Pavlovic y 

colaboradores encontraron que todas las muestras fueron positivas para el gen uidA, y de 

estas todas las muestras negativas para el gen lacY correspondían a Shigella (Pavlovic et al. 

2011).  

 

Por otro lado, Løbersli y colaboradores realizaron también una PCR duplex con los genes 

lacY e ipaH, en este caso el gen ipaH se encuentra presente en ambos géneros y el lacY 

solamente en E. coli. El análisis se realizó mediante PCR en tiempo real y dentro de sus 

resultados encontraron un 100% de concordancia (Løbersli et al. 2016). 

 

• Identificación de E. coli 

E. coli es una bacteria saprofítica del intestino que causa diarrea; sin embargo, existen 

distintas cepas que pueden causarla; la más común es la cepa enteropatógena (EPEC). Para 

la identificación de E. coli se amplificó un fragmento del gen bfpA, éste codifica para la 

subunidad estructural principal del pilli formador de haces, este gen es exclusivo de la cepa 

enteropatógena, por lo que un resultado positivo indica que se trata de esta cepa en 

particular. Shimu y colaboradores realizaron un análisis de las deposiciones de pacientes 

con diarrea para identificar Shigella, Salmonella y E. coli, dentro del cual diferenciaron E. 

coli EPEC utilizando el gen bfpA. Encontraron que realizar una PCR para el gen bfpA, para 

identificar las E. coli, EPEC resultaba más económico y requería un menor tiempo que el 

diagnóstico tradicional (Shimu et al. 2013). Con el uso de este gen también se evitan falsos 

positivos debido a que no se identificará cualquier otro tipo de E. coli que pueda 

encontrarse en la muestra. 

 

• Identificación de Enterococcus 

El gen tuf fue utilizado para identificar el patógeno Enterococcus, éste es el factor de 

elongación tu. Este gen está conservado en el género, por lo que su amplificación permite la 
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identificación específica del género (Ois Picard et al. 1999). Ke y colaboradores 

desarrollaron en 1999 una PCR para identificar Enterococcus a nivel de género, mediante la 

amplificación del gen tuf, ya que previamente el diagnóstico molecular sólo incluía a las 

especies clínicamente relevantes. La secuencia de tuf se encuentra en todas las especies de 

Enterococcus; sin embargo, en algunas especies tiene variaciones en la secuencia. A pesar 

de lo anterior, hay regiones que se comparten, por lo que se debe elegir como blanco de 

amplificación una parte de esta secuencia (Ke et al. 1999). Para este diseño se verificó que 

la cadena amplificada se encontrara en las diferentes especies de Entrococcus que se 

encuentran en la base de datos de GenBank. 

 

• Identificación de Salmonella 

Para la identificación de Salmonella se utilizó el gen invA que codifica para la proteína de 

invasión A. Este gen es propio del género Salmonella y se encuentra dentro del locus que 

permite la entrada de Salmonella a las células epiteliales. Su amplificación permite la 

identificación específica de este género.  

 

Rahn y colaboradores identificaron el género de Salmonella mediante una PCR que 

amplificaba el gen invA, encontrando el amplificado en todas las especies estudiadas, a 

excepción de dos cepas de S. litchfield y dos cepas de S. senftenberg.  (Rahn et al. 1992)  

 

• Control interno 

Por otro lado, el control interno que se utilizó fue 16s rRNA, ésta es una región conservada 

en todas las bacterias, por lo que amplificará en el caso de existir cualquiera bacteria dentro 

de las muestras. El control interno se utiliza como un control positivo, ya que siempre debe 

amplificar cuando se encuentren bacterias en la muestra. El gen 16s rRNA se utiliza 

frecuentemente como control interno y adicionalmente existen bases de primers para su 

amplificación. El par de primers para este gen se tomó del artículo de Lu y Pandit en el que 

se establecen primers universales para la identificación de esta secuencia (Lu et al. 2000; 

Pandit et al. 2005). De esta manera se asegura que la secuencia se amplificará 

correctamente bajo las condiciones especificadas, ya que ha sido utilizado en diferentes 

ocasiones. Adicionalmente, su amplificación permite conocer si se está llevando a cabo una 

https://www.cdc.gov/salmonella/2008/cantaloupes-4-2-2008.html
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infección. Si este fragmento se amplifica, pero no se observa la amplificación de otro 

fragmento se puede determinar que hay bacterias en la muestra, y se pueden descartar las 

bacterias dentro de esta PCR multiplex (Pandit et al. 2005). 

 

• Identificación de resistencia a beta lactamasas 

Para la enzima de la beta lactamasa se utilizaron los genes Tem-1 y blaIMP. Existen 

distintos genes que brindan resistencia a los antibióticos beta lactámicos (Hu et al. 2019). 

Identificar una resistencia a algún antibiótico con sólo un gen resulta inespecífico, ya que el 

patógeno puede presentar la resistencia debido a un gen diferente al estudiado, por lo que 

realizar el análisis de la resistencia con más de una familia de genes aumenta la posibilidad 

de determinar la resistencia mediada por genes.  

 

El gen Tem-1 codifica para una beta lactamasa de espectro extendido. Es uno de los genes 

con mayor prevalencia en bacterias resistentes a antibióticos, especialmente en E. coli 

(Samaha-kfoury and Araj 2003).  El gen blaIMP codifica para una metalo beta lactamasa 

que brinda resistencia a los antibióticos beta lactámicos (Bunney, et al 2017). Se ha 

identificado en distintas enterobacterias, por lo que es un gen de interés al analizar la 

resistencia de antibióticos beta lactámicos. Es un gen de resistencia que surgió 

recientemente, y se ha encontrado en varias bacterias Gram negativo, como lo son las 

enterobacterias (Galani et al. 2008). 

  

• Identificación de resistencia a quinolonas 

Para la resistencia a la quinolona se utilizó el gen qnrB, los genes qnr son una familia que 

proporciona resistencia a las quinolonas. El gen qnrB se ha encontrado en diversos 

plásmidos en bacterias resistentes a quinolonas en enterobacterias. Su amplificación 

permite conocer si la bacteria presenta la resistencia a este antibiótico (Yan et al. 2017). 

Migma et al identificaron bacterias resistentes a las quinolonas mediante la identificación 

por PCR de genes de la familia qnr. Aislaron los genes qnrA, qnrS y qnrB de cepas 

resistentes a quinolonas. Dentro de los resultados encontraron que el gen qnrB es el que 

presentaba mayor prevalencia dentro de las muestras analizadas. Adicionalmente 

encontraron una relación entre la presencia de genes qnr y genes de resistencia a beta 
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lactámicos de amplio espectro, lo que indica que los genes están relacionados en las 

bacterias multirresistentes (Migma et al. 2008). Debido a que la PCR está diseñada para la 

identificación de enterobacterias se decidió utilizar el gen qnrB para la identificación de la 

resistencia. 

 

 

Obtención de secuencias 

 

Se identificaron los genes de cada género en la página de GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) como se muestra a continuación en la figura 11: 

 

  

Figura 11: Captura de pantalla de GenBank con los resultados para el gen invA para la identificación de 

Salmonella. Se muestra la barra de búsqueda y los resultados con los secuencias con las que se cuenta para la 

solicitud. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Una vez elegidos los genes a utilizar se obtuvo la secuencia en formato FASTA para el 

diseño de los primers. En la Figura 5 se muestra un ejemplo de la secuencia FASTA que se 

obtuvo. 

 

Figura11: Resultado de FASTA de la secuencia utilizada para la identificación de Salmonella 

 

La secuencia FASTA (Figura 11) muestra la secuencia de nucleótidos en dirección 5’ a 3’ 

del gen seleccionado. Con esta secuencia se prosigue al paso del diseño de primers.  

 

Diseño de primers 

 

El diseño de primers se realizó en Primer-BLAST. Primer-BLAST se basa en Primer3 para 

diseñar la cantidad de primers solicitados, adicionalmente analiza las secuencias arrojadas 

mediante BLAST para verificar la especificidad de los primers. Posteriormente utiliza un 
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algoritmo para determinar que los primers no tengan complementariedad. En caso de no 

cumplir con los requisitos se analiza otra secuencia hasta que todas las secuencias 

solicitadas cumplan con las especificaciones (Jian et al. 2012). 

 

Se introdujo la secuencia y se eligió la longitud del amplificado de acuerdo con el tamaño 

de los genes. Para que se pueda realizar el análisis de la PCR es necesario que los 

amplificados tengan una longitud diferente. Durante el diseño se especificó la longitud 

aproximada que deben tener los amplificados para que la lectura no sea confusa, como se 

observa en la figura 13, resaltado en amarillo, la herramienta permite especificar la longitud 

deseada del producto.  

 

Figura 13: Captura de pantalla de Primer-BLAST. Se observa, en las casillas marcadas con amarillo, la 

especificación del intervalo de longitud del producto de PCR deseado para la identificación de Salmonella. 

Resaltado en amarillo se indican las casillas para especificar la longitud del producto de PCR Tomada el 15 

de octubre de 2019.  

 

Como se muestra en la figura 12, esta herramienta permite especificar las características de 

los primers. Dentro de las características que se pueden determinar son: Tamaño del 

amplificado, Tm de los primers y especificar el primer a utilizar.  

 

Cuando la diferencia de la longitud es mínima los resultados no son claros al correrlos en 

un gel de electroforesis. Los marcadores de peso comúnmente utilizados son de 100 bp, por 

lo que una diferencia aceptable entre las longitudes de los amplificados es de alrededor de 
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100 bp. De esta manera se seleccionó la longitud aproximada de los amplificados para el 

diseño de la PCR multiplex y se diseñaron los primers con la especificación del 

amplificado. 

 

Para elegir la longitud de los amplificados, primeramente, se consideró la longitud del gen 

del que se obtuvo el amplificado. Con estos datos se determinó el orden en que se espera se 

encuentren en el gel de electroforesis (Tabla 6). 

 

Los primers obtenidos son los siguientes: 

 

Tabla 6: Primers obtenidas para amplificación y sus características fisicoquímicas. La Tm de mayor 

valor es de 67.0°C y la de menor valor es de 61.9°C, con una diferencia de 5.1°C 

 Tamaño del 

amplificado 

Gen Tm 

(°C) 

Primer Secuencia de primer 

Shigella spp. 71 bp ipaH 62.9 Forward GACCATGCTCGCAGAGAAAC 

64.9 Reverse CTCCCGACACGCCATAGAAA 

544 lacY 62.9 Forward GGGAGCCTACTTCCCGTTTT 

64.3 Reverse GTTGGCACCTACCGCATTG 

E. coli 132 bp bfpA 62.9 Forward GGGAGCCTACTTCCCGTTTT 

64.3 Reverse GTTGGCACCTACCGCATTG 

Salmonella spp 188 bp invA 64.0 Forward ACTATTCAGGGATGCGCCAG 

64.2 Reverse GGACAGCGCTTGAAATGCTT 

Tem-1 448 bp Tem-1 66.3 Forward TGAGAGTTTTCGCCCCGAAG 

64.2 Reverse TTGTTGCCGGGAAGCTAGAG 

qnrB 247 bp qnrb 63.7 Forward GTGAAAGCCAGAAAGGGTGC 

65.0 Reverse ACGACTTTCGAAAAATTGGCGT 

Drosophila 

Melanogaster 

413 bp Fragmento 

cromosoma X 

61.9 Forward CACTTACCTCACTGACCGCA 

67.0 Reverse TGCATGGATGCGTGTCTTCA 

Enterococcus 

spp.  

336 bp tuf 63.6 Forward GACAAGTTCGCGTTGGTGAC 

63.4 Reverse AAGCACCGATGTTATCGCCT 

16s rRNA 201 bp 16s rRNA 65.9 Forward AGGAGGTGATCCAACCGCA 

63.6 Reverse AACTGGAGGAAGGTGGGGAT 
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Análisis de composición de primers 

 

Las opciones de primers, así como su TM y %GC se obtuvieron mediante el uso de Primer-

BLAST. Con las especificaciones de esta herramienta se puede obtener una serie de pares 

de primers que cumplan con las especificaciones señaladas que se adecuen a las 

necesidades de la PCR. En la figura 13 se observa que dentro de los resultados se incluyen 

los valores de TM y %GC.  

 

 

Figura 14: Captura de pantalla de los resultados de primers de Primer-BLAST para Salmonella. Los 

resultados indican la secuencia, la longitud del producto de PCR, la longitud del primer, el %GC y la Tm. 

Tomada el 9 de septiembre de 2020. 

 

Las opciones de primers que arroja la herramienta de Primer-BLAST se generan de acuerdo 

con los parámetros especificados dentro del formulario. A partir de las opciones que arroja 

la herramienta se eligen los que mejor se adapten a los parámetros de la reacción. 
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Adicionalmente se verifica que no formen dímeros, en cuyo caso se debe elegir otro juego 

de primers. Los parámetros a considerar para la elección de primers son la Tm, ya que la 

diferencia entre los oligos no debe ser mayor a 5°C, el %GC, y que no tengan 

complementariedad. Primer-BLAST verifica que los primers arrojados como opciones no 

presenten complementariedad; sin embargo, debido a que se trata de una PCR multiplex las 

opciones de primers pueden tener complementariedad con los primers de los otros 

amplificados.  

 

Los parámetros utilizados para el diseño y evaluación de primers fueron los siguientes 

(Tabla 7). 

 

Tabla 7: Parámetros establecidos para la obtención de primers en Primer-BLAST 

Parámetro Valor 

Longitud de primers 15-25 pb 

Tm 57-63°C 

Concentración de primers .05 µM 

Concentración de sales  50 mM 

 

Análisis de dímeros 

 

Posteriormente se comprobó que no formaran dímeros mediante el programa Multiple 

Primer Analyzer de ThermoFisher, con el que se comprobó que su formación era negativa. 

En la figura 15 se observa que no se encontraron resultados para formación de dímeros. 
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Figura 15: Captura de pantalla del resultado ThermoFisher Multiple Primer Analyzer para los primers 

diseñados. Tomada el 15 de octubre de 2019. 

 

El programa Multiple Primer Analyzer de ThermoFisher utiliza los datos termodinámicos 

obtenidos por Breslauer et al en 1986, en donde caracterizaron termodinámicamente las    

interacciones de los pares de bases en cadena doble. Con los resultados obtenidos se 

desarrollaron fórmulas termodinámicas que permiten predecir la estabilidad de la doble 

hélice conociendo la conformación de una cadena simple (Breslauer et al. 1986). 

  

Análisis de especificidad 

 

Para comprobar que las secuencias amplificadas y los primers fueran específicos se utilizó 

la herramienta de BLAST. Mediante el alineamiento se puede conocer que las secuencias 

amplificadas corresponden al organismo de interés y que los primers no amplifiquen con 

otras secuencias, formando falsos positivos. En el caso de los organismos y de los controles 

se encontró que las secuencias amplificadas son exclusivas de los organismos de interés, 

por lo que se elimina la posibilidad de productos no específicos.  

 

Debido a que para Salmonella, Shigella y Enterococcus se requiere identificar el género, se 

verificó que en los resultados de BLAST se encontraran las distintas especies de los 

géneros. En el caso de E. coli, se verificó que sólo se obtuviera coincidencias con las cepas 

enteropatógenas, debido a que ésta conforma parte de la microbiota (Guillaume Dalmasso 
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2015). Si se diseñaran los primers para todas las especies se encontraría siempre un valor 

positivo y no permitirían conocer el verdadero origen del padecimiento.  

 

Para la resistencia antimicrobiana en el análisis con BLAST se buscó que los primers 

tuvieran similitud con varios organismos, como se observan en la figura 16. Si sólo se 

identifica en un género o especie el diseño de la PCR pierde la capacidad de identificar la 

resistencia en cualquiera de los organismos para los que se diseñó.  

 

Rathore y colaboradores realizaron una PCR multiplex para la identificación de genes de 

resistencia a antibióticos en distintas cepas de S. aureus. Para esto primeramente realizaron 

la caracterización fenotípica y la confirmaron mediante biología molecular. Para la 

identificación de la resistencia a antibióticos realizaron una PCR para distintos genes de 

resistencia a diversos antibióticos, posteriormente realizaron la prueba de resistencia 

fenotípica en medio de cultivo con discos Kirby-Bauer de antibiótico. Encontraron que de 

12 cepas que presentaban el gen de resistencia meticilina, sólo 11 presentaban la resistencia 

fenotípicamente. Encontraron que la identificación molecular para la detección de genes de 

resistencia es mejor que la prueba fenotípica (Rathore et al. 2018). Por lo que el tener el gen 

de resistencia no implica que la cepa presente la resistencia; sin embargo, es muy probable 

que la presente fenotípicamente. Por otro lado, debido a la gran cantidad de genes de 

resistencia a antibióticos que se han desarrollado, el no tener un gen de resistencia a 

antibiótico no implica que la cepa no sea resistente, ya que puede tener resistencia brindada 

por un gen no analizado molecularmente. 

 

En el caso de tem-1 el análisis de BLAST del amplificado indica que tiene una alta 

similitud (>99%) con una gran cantidad de patógenos y que cumple con lo que se buscaba 

Adicionalmente el alineamiento de los primers es positivo con las bacterias de interés. De 

esta manera se asegura que la amplificación se llevará a cabo de manera correcta y no 

formará productos inespecíficos. Al analizar las cadenas con una similitud menor al 100% 

se verificó que los nucleótidos que no correspondían dentro de análisis no se encontraban 

en los primers y no causaran deleciones o inserciones. De esta manera se asegura que, a 

pesar de tener una diferencia en la secuencia de nucleótidos, el tamaño del amplificado será 
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igual en cualquier organismo en el que se identifique el gen de resistencia. Por otro lado, la 

verificación permite saber que se podrá conocer si el organismo en la muestra presenta la 

resistencia 

 

Para tem-1 el análisis de BLAST dio positivo con un 100% de similitud en una gran 

cantidad de bacterias, como se observa en la figura X. Con este resultado se puede afirmar 

que si la bacteria presenta este gen será identificado por la PCR. Es necesario que el 

alineamiento dé positivo con varias especies, ya que de esta manera se asegura que la 

resistencia será detectada independientemente de la especie que se analice. 

 

 

Figura 16: Resultados de BLAST del primer Reverse para TEM-1. En la figura se observa que la identidad es 

del 100% con distintos géneros de microorganismos patógenos. Tomada el  16 de septiembre de 2020.  

 

De igual manera, para el gen qnrB se introdujo la secuencia a amplificar en la herramienta 

de BLAST y se verificó que amplificara en los diversos organismos de interés. Se obtuvo 

un 100% de similitud con varias especies, lo que indica que se puede utilizar para 

identificar la resistencia a quinolonas en distintos organismos. Esto es igualmente necesario 

para asegurar la identificación de la resistencia en cualquier especie. 
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Para verificar adicionalmente que los primers fueran específicos para cada producto a 

amplificar se introdujo la secuencia complementaria al primer en la herramienta de 

BLAST. Con este alineamiento se buscó comprobar la especificidad de los primers, 

obteniendo resultados positivos de 100% de identidad para los organismos en cuestión. De 

esta manera se asegura la especificidad de los primers y se evita la formación de productos 

inespecíficos. Como ejemplo en la figura 17 se muestra el alineamiento del primer Reverse 

para Salmonella, en la que se observa que los alineamientos obtenidos coinciden al 100% 

con el género de Salmonella 

 

 

Figura 17: Resultados de BLAST para la secuencia GGACAGCGCTTGAAATGCTT (reverse primer de 

Salmonella). En los resultados arrojados se encuentra Salmonella con 100% de identidad Tomada el 07 de 

Septiembre del 2020. 
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Evaluación por electroforesis in silico  

 

Para verificar que los productos pudieran ser evaluados se realizó una electroforesis in 

silico, obteniendo los siguientes resultados. La electroforesis se realizó en el software de 

SnapGene (Figura 18) en la que se puede obtener una simulación de un gel de agarosa y 

permite seleccionar un marcador, y la concentración y composición del gel. 

 

Figura 18: Electroforesis in silico de los amplificados obtenidos. En el carril 1 se encuentra el gen tuf, en el 

carril 2 el gen lacY, en el carril 3 el gen ipaH, en el carril 4 el gen invA, en el carril 5 el gen BlaIMP, en el 

carril 6 el gen Tem-1, en el carril 7 el gen bfpA, en el carril 8 el gen qnrB, en el carril 9 el control negativo del 

cromosoma X de Drosophila melanogaster, y en el carril 10 el control positivo del gen 16srRNA. La 

concentración de agarosa es de 3.5, con una simulación de una hora. Se utilizaron dos marcadores de peso, a 

la izquierda uno de 500bp y a la derecha otro de 25 bp.  
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Para comprobar que en caso de que se presentaran varios patógenos y resistencias en una 

sola muestra se pudieran diferenciar las bandas se realizó la electroforesis simulando una 

muestra con todos los posibles resultados (Figura 19). En esta se encontró que con las 

condiciones de la corrida electroforéticas las bandas se definen claramente y no se 

sobrelapan.  

 

 

Figura 19: Electroforesis in silico de los amplificados obtenidos en un solo carril. Se utilizó un marcador de 

peso de 500 bp, en el primer carril y otro de 25 bp en el último carril. La concentración de agarosa fue de 

3.5% y se simuló a 1 hora. En el carril 1 se encuentran los fragmentos de los patógenos y genes de resistencia 

de interés y en el carril dos se encuentra cómo se observaría el control negativo en caso de presentarse.  

 

Para la elaboración de la electroforesis in silico se introdujeron las secuencias amplificadas 

en la herramienta de SnapGene como se muestra en la figura 20. Una vez que se tuvieron 

delimitados todas las secuencias se obtuvo la electroforesis in silico. (Figura 18). 
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Figura 20: Captura de pantalla del software Snapgene en la que se muestra la delimitación de la secuencia de 

interés por los primers (morado) para el gen ipaH. 

 

En la figura 20 se observan las secuencias de corte para enzimas de restricción, así como 

características del fragmento amplificado, en este caso se indica que el amplificado tiene 

una longitud de 71 bp, y se indica la localización de los primers.  

 

Las herramientas utilizadas durante la elaboración permiten obtener una predicción del 

comportamiento de la reacción y de los resultados. De esta manera se pude tener más 

seguridad de que los primers funcionarán para el diagnóstico.  
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CONCLUSIONES 

Se realizó el diseño de una PCR multiplex para la identificación de Shigella spp, 

Enterococcus spp, Salmonella spp y E. coli para la resistencia a antimicrobianos beta-

lactámicos y quinolonas. Se utilizó como control negativo un fragmento de cromosoma X 

de Drosophila melanogaster y como control interno el gen 16s rRNA. Se obtuvieron 9 

pares de primers que permiten la identificación de las enterobacterias mencionadas y la 

identificación de los genes Tem-1, blaIMP y qnrB, que codifican para enzimas que dan 

resistencia a antibióticos beta lactámicos y quinolonas. 

 

Con el software de SnapGene se realizó una electroforesis in silico, Las especificaciones de 

ésta (concentración de agarosa 2% y marcador de 500 pb) permiten conocer a qué 

corresponde el fragmento amplificado. 

 

Con este trabajo se propone un método de diagnóstico para enterobacterias más económico 

y rápido. Esto permitirá el diagnóstico de Shigella spp, Enterococcus spp, Salmonella spp y 

E. coli, así como de resistencias a antibióticos beta lactámicos y quinolonas. De esta 

manera se facilita el diagnóstico de infecciones que causan diarrea. 
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