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artículo CIENTÍFICO  

Hugo Alexander Jaramillo Torres1, 
Rocío Esperanza Patiño Burbano2, 

José Luis Rodríguez Bautista3

Yersinia pseudotuberculosis detection in 
feces of guinea pigs (Cavia porcellus) 
using microbiological and molecular 

methods

A B S T R A C T
The suitability of two methodologies, a 

conventional microbiological method and a 
molecular method, based on amplifications 

by Polimerase Chain Reaction (PCR) was 
evaluated for the detection of Yersinia 

pseudotuberculosis in feces of guinea pig. The 
analytical sensitivity and analytical specificity, 

as well as the economic cost, time and 
complexity for each method were evaluated. 

Molecular detection of Y. pseudotuberculosis 
was done by a nested PCR with specific 

primers for the inv chromosomal virulence 
gene. The microbiological confirmation was 

done by using a commercial identification 
kit. In order to reduce the side effect caused 
by PCR inhibitors that are normally present 

in feces, an amplification protocol for such 
type of samples was standardized. The 

highest sensitivity level was observed in 
the method that combined pre-enrichment, 

microbiological isolation and PCR. This 
method was able to detect bacterial 

concentrations between 1.5 x 104 and 1.5 x 
103 colony-forming units per gram (CFU/g) 

of feces, whereas the highest diagnostic 
sensitivity level obtained by nested PCR was 
1.5 x 105 CFU/g of feces. Both, the molecular 
and the microbiological methodologies, had 
advantages with experimentally inoculated 

sterile feces. Since the detection of the 
microorganism on samples of non-sterilized 
feces was difficult using either method, the 

use of a combination of microbiological 
and molecular techniques is suggested to 

get a better diagnostic performance for the 
detection of this pathogen.

Keywords: PCR, yersiniosis, diagnosis, fezes, 
enterobacteriaceae.

Detección de Yersinia pseudotuberculosis en 
heces de cuyes (Cavia porcellus) utilizando una 
metodología microbiológica y una molecular

R E S U M E N
En este trabajo se evaluó el desempeño de dos metodologías, una microbiológica y 
una molecular basada en la amplificación por reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), para la detección de Yersinia pseudotuberculosis en heces de cuyes. La evalua-
ción de cada una de las metodologías se realizó teniendo en cuenta su sensibilidad y 
especificidad analítica, así como su costo económico, tiempo y complejidad. La detec-
ción molecular de Y. pseudotuberculosis se realizó por PCR anidada usando iniciadores 
específicos para el gen de virulencia cromosomal inv, mientras que en los ensayos 
microbiológicos la identificación bacteriana se hizo mediante una batería comercial de 
perfiles bioquímicos. Se estandarizó un protocolo de amplificación en materia fecal, 
el cual redujo el efecto negativo que causan los inhibidores de la PCR presentes en 
muestras de esta naturaleza. La sensibilidad analítica más alta se observó con la meto-
dología en la que se combinó preenriquecimiento, aislamiento microbiológico y PCR, 
con un rango de detección entre 1,5 x 104 y 1,5 x 103 unidades formadoras de colonias 
por gramo (ufc/g) de material fecal; mientras que la mayor sensibilidad obtenida en 
PCR anidada fue de 1,5 x 105 ufc/g de materia fecal. Tanto la metodología microbioló-
gica como la molecular presentaron ventajas en los ensayos en los que se usó materia 
fecal estéril experimentalmente inoculada. Sin embargo, en muestras de materia fecal 
sin esterilizar la detección del microorganismo se dificultó al utilizar una única meto-
dología, por lo que se sugiere combinar técnicas microbiológicas y moleculares para 
obtener un mejor desempeño diagnóstico.

Palabras clave: PCR, yersiniosis, diagnóstico, materia fecal, enterobacteriaceae. 
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I N T R O D U C C I Ó N

La yersiniosis en cuyes (Cavia por-
cellus) es una enfermedad causada por 
Yersinia pseudotuberculosis, una bacteria 
perteneciente a la familia Enterobacteria-
ceae que está relacionada genéticamente 
con dos especies de gran importancia 
en salud pública, Yersinia enterocolitica y 
Yersinia pestis. Aunque se ha reportado Y. 
pseudotuberculosis como agente causal de 
enfermedad en humanos, es principal-
mente un patógeno de animales (Viboud 
y Bliska, 2005). En los cuyes la yersiniosis 
es una de las enfermedades que causan 
importantes pérdidas económicas debido 
a sus altos índices de morbi-mortalidad 
(González et al., 1989).

La cuyicultura se desarrolla en Colom-
bia principalmente en Nariño y Cauca; 
estos departamentos contribuyen con 
85,3% y 9,4% respectivamente, del total 
de la población cuyícola del país, esti-
mada en 1.292.644 animales en el 2007. 
La cuyicultura se ha constituido en una 
alternativa de producción tradicional en 
Nariño gracias a los bajos costos de inver-
sión; provee a la población campesina 

una fuente de proteína, así como la posi-
bilidad de obtener beneficios económicos 
paralelo al desarrollo de otras actividades 
agrícolas y pecuarias (Ministerio de Agri-
cultura y Desarrollo Rural, 2007).

A pesar del impacto de la yersinio-
sis en la producción cuyícola, no se 
han tomado medidas sanitarias efectivas 
para su control debido principalmente a 
la carencia de programas de diagnóstico 
y prevención. Actualmente los produc-
tores medican los animales con base 
en experiencias previas de brotes de la 
enfermedad. Sin embargo, los signos clí-
nicos de la yersiniosis son inespecíficos y 
pueden ser confundidos con otras enfer-
medades como la salmonelosis. Este tipo 
de tratamientos sin criterio diagnóstico 
contribuye a la aparición de cepas bac-
terianas resistentes a antibióticos, lo cual 
puede causar serias repercusiones en la 
salud humana (Paglia et al., 2005).

Algunas de las pruebas que actual-
mente se utilizan para la detección de Y. 
pseudotuberculosis son hemoaglutinación, 
aislamiento bacteriano y confirmación 
mediante pruebas bioquímicas, las cuales 
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tienen limitado valor diagnóstico ya que 
tienden a ser dispendiosas, poco sensibles 
y requieren de mucho tiempo para su 
desarrollo. Debido a la importancia del 
diagnóstico como herramienta en el con-
trol de las enfermedades infecciosas, es de 
gran interés determinar una metodología 
diagnóstica base, con buen nivel de sen-
sibilidad y especificidad. El objetivo de 
este trabajo fue evaluar el uso de meto-
dologías microbiológicas y moleculares 
para la detección de Y. pseudotuberculosis 
en muestras de materia fecal de cuyes 
experimentalmente inoculadas.

M A T E R I A L E S  Y  M É T O D O S

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este 
estudio pertenecen a la colección del 
laboratorio de salud animal de Corpoica 
Ceisa. Se utilizaron dos cepas de referen-
cia de Y. pseudotuberculosis: una de campo 
perteneciente a un aislamiento a partir 
del hígado de un cuy afectado durante 
un brote de yersiniosis ocurrido en una 
explotación cuyícola de Nariño (YPCC 
024), clasificada mediante identificación 
bioquímica con un kit comercial para 
enterobacterias no fermentadoras (BBL 
Crystal®); y una cepa de referencia pro-
veniente de la colección americana de 
cultivos (ATCC 29833). Así mismo, se uti-
lizaron diferentes bacterias de la familia 
Enterobacteriaceae con el fin de evaluar 
la especificidad analítica de las metodolo-
gías diagnósticas (tabla 1).

Inoculación experimental de heces

La materia fecal para los diferentes ensa-
yos se obtuvo de una explotación cuyí-

cola sin historia de brotes de yersiniosis, 
hecho corroborado mediante aislamiento 
bacteriano que demostró la ausencia de 
Y. pseudotuberculosis. La inoculación expe-
rimental de las heces se realizó con las 
cepas bacterianas de Y. pseudotuberculosis 
(cepa de referencia ATCC 29833 y cepa 
de campo YPCC 024); para esto se utili-
zó materia fecal sin esterilizar (normal) 
y materia fecal previamente esterilizada 
en autoclave a 120°C con 15 lb de pre-
sión durante 15 minutos. Los dos tipos 
de materia fecal se inocularon en nueve 
suspensiones bacterianas de Y. pseudo-
tuberculosis y se ajustaron con solución 
tamponada de fosfato (PBS) pH 7,4 a un 
volumen total de 10 mL, de forma que las 
concentraciones finales estuvieran entre 
1,5 x 108 a 1,5 ufc/g para ambas cepas.

Aislamiento y detección microbiológica 
de Y. pseudotuberculosis en heces

El aislamiento y detección microbiológica 
de Yersinia pseudotuberculosis se realizó con 
una metodología modificada de la suge-
rida por la Food and Drug Administra-
tion (FDA, 2001). Las nueve suspensiones 
bacterianas en materia fecal nombradas 
anteriormente se sometieron a tratamien-
to alcalino con KOH al 0,125% dilución 
1:10 durante 30 segundos; se sembró 0,1 
mL de cada uno de estos homogenizados 
tanto en agar MacConkey como en agar 
CIN (cefsulodina, irgasan, novobiocina) 
y se incubaron a 30°C durante 24 horas. 
Se transfirió 1 mL de cada una de dichas 
suspensiones bacterianas a 9 mL de caldo 
peptona fosfato manitol (PMP), y se lleva-
ron a preenriquecimiento a 4°C durante 10 
días. Al décimo día se transfirió 1 mL del 
caldo a 9 mL de KOH (0,125%) en solución 
salina, se mezcló durante 30 segundos y se 

sembró 0,1 mL en agar MacConkey y 0,1 
mL en agar CIN; cada uno de los medios 
sembrados se llevó a incubación a 30°C 
durante 24 horas. La confirmación de Y. 
pseudotuberculosis se realizó utilizando la 
batería comercial Crystal® para entero-
bacterias no fermentativas siguiendo las 
instrucciones del fabricante.

Detección molecular

Aislamiento de ADN bacteriano a partir 
de suspensiones bacterianas en PBS y 
materia fecal: para la obtención de ADN 
bacteriano se compararon dos protocolos: 
uno basado en el uso de fenol-cloroformo 
y otro donde se sometían las muestras a 
ebullición en una solución de lisis celular. 
Previamente a la extracción del ADN, 
las muestras provenientes de heces se 
centrifugaron durante 2 minutos a 200 x 
g para la separación de detritos y restos 
vegetales y el sobrenadante resultante fue 
congelado a -20°C hasta el momento de su 
utilización (Möller et al., 1998).

El aislamiento del ADN de las suspen-
siones bacterianas en materia fecal y PBS 
por fenol-cloroformo se realizó siguiendo 
una metodología reportada anteriormen-
te (Jaramillo et al., 2007). Viales de suspen-
siones bacterianas previamente desconge-
lados se llevaron a centrifugación durante 
5 minutos a 20.000 x g; el sobrenadante 
se descartó, y el botón celular se sometió 
a digestión proteica con proteinasa K en 
agitación durante 2 horas a 55°C en solu-
ción de lisis (0,2 M de solución tampón 
de Tris-HCl pH 8, 50 mM EDTA y 6% 
de dodecil sulfato sódico). Finalizada la 
incubación, se mezcló vigorosamente la 
muestra durante 10 segundos con 600 µL 
de fenol-cloroformo alcohol isoamílico 
25:24:1(v/v/v). Posteriormente, la mezcla 
se centrifugó a 20.000 x g durante 5 minu-
tos; finalizada la centrifugación, la fase 
superior se removió y transfirió a un vial 
de 1,5 mL, al cual se le adicionaron 60 µL 
de NaCl 3 M y 1 mL de etanol al 100% 
frío, se mezcló suavemente por inversión 
y se puso en hielo durante 5 minutos. Des-
pués, la mezcla se centrifugó a 20.000 x g a 
4°C durante 2 minutos y el sobrenadante 
resultante se descartó. El botón de ADN 
se lavó con etanol al 70% y se disolvió en 
25 µL de solución tampón TE (10 mM de 
Tris-HCl y 1 mM de EDTA) a temperatura 
ambiente durante 12 horas y se mantuvo 
a -20°C hasta el momento de usarlo.

Tabla 1. Bacterias utilizadas en los ensayos experimentales para evaluar la especificidad analítica 
de las técnicas

Especie Fuente

Yersinia pseudotuberculosis YPCC 024* aislamiento clínico de cuy

Yersinia pseudotuberculosis ATCC 29833**

Yersinia enterocolitica ATCC 23715

Yersinia kristensenii ATCC 33639

Salmonella enterica serovar Enteritidis Aislamiento clínico de hígado de cuy

Escherichia coli Aislamiento de materia fecal de cuy

Escherichia coli Aislamiento de materia fecal de pollo

* Cepa de campo.
** Cepa de referencia.
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El aislamiento del ADN bacteriano 
por ebullición se realizó modificando la 
metodología empleada por Möller y cola-
boradores (1998). Se centrifugó 1 mL de 
suspensión bacteriana en materia fecal o 
en PBS durante 5 minutos a 20.000 x g; 
el sobrenadante se descartó y el botón se 
disolvió en 400 µL de solución de lisis (50 
mM de Tris-HCl pH 8,4; 1 mM de EDTA 
y Tween al 0,5%). La muestra se calentó al 
baño maría a 90°C durante 10 minutos y 
se centrifugó 30 segundos a 15.000 x g. El 
sobrenadante se almacenó a -20°C hasta 
ser procesado por PCR.

Para comparar la eficiencia entre los 
métodos de extracción de ADN se inoculó 
Y. pseudotuberculosis en 10 mL de caldo 
de infusión cerebro corazón (brain heart 
infusion, BHI) el cual se incubó mínimo 
12 horas a 37°C. El cultivo bacteriano se 
concentró por centrifugación, se suspen-
dió en 10 mL de PBS, se homogenizó y 
dividió en 20 viales (500 µL por vial); 
para cada método de extracción de ADN 
se procesaron 10 viales. La eficiencia de 
extracción de ADN se determinó por 
espectrofotometría en cada muestra. Se 
determinaron la concentración de ADN 
por la absorbancia a 260 nm y su pureza, 
calculando el cociente entre la absorbancia 
a longitudes de onda de 260 y 280 nm.

Adicionalmente se realizaron dilucio-
nes bacterianas seriadas a partir de un 
cultivo de la cepa de referencia de Y. 
pseudotuberculosis ATCC 29833 desde 1,5 x 
108 a 1,5 x 100 ufc/mL en materia fecal y en 
PBS. Dichas diluciones se procesaron por 
ambos métodos de extracción de ADN y 
se analizaron mediante amplificación del 
gen inv por PCR anidada, con el fin de 
comparar el nivel de detección con cada 
método de extracción.

Amplificación por PCR: se usaron dos 
pares de iniciadores para el gen de viru-
lencia cromosomal inv para la detección 
de Yersinia pseudotuberculosis por PCR 
anidada (figura 1). Los iniciadores se 
escogieron con base en reportes previos 
(Kageyama et al., 2002; Jaramillo et al., 
2007); la secuencia del fragmento amplifi-
cado reposa en el GenBank con el número 
de accesión M17448 (tabla 2).

El procedimiento de amplificación 
del gen inv por PCR y PCR anidada se 
realizó en un termociclador GeneAmp 

2400 Perkin Elmer; la reacción se llevó 
a cabo en las siguientes condiciones: 1,5 
mM MgCl2, 0,1 mM de dNTP, 0,625 uni-
dades de Taq polimerasa (Invitrogen®), 
tampón de PCR 10X, 0,4 µM de cada 
iniciador y 2,5 µL de ADN blanco en un 
volumen total de 25 µL con condiciones 
de amplificación de 95°C en una prime-
ra desnaturalización y 35 ciclos de 30 
segundos de desnaturalización a 94°C, 1 
minuto de hibridación a 57°C y 1 minuto 
de extensión a 72°C, con una extensión 
final de cinco minutos a 72°C. Para la 
PCR anidada se utilizaron estas mis-
mas condiciones utilizando como ADN 
blanco 1 µL del producto obtenido en la 
primera PCR. Finalmente, 10 µL de cada 
producto se sometieron a electroforesis 
horizontal durante 40 minutos a 100 V 
en geles de agarosa al 0,9% y teñidos con 
SYBR Green® al 0,015%; la visualización 
se llevó a cabo bajo luz ultravioleta en un 
transiluminador. Se utilizó como marca-
dor de peso molecular φX174 RF ADN/
Hae III Fragments (Gibco BRL®).

Reducción del efecto de inhibidores de 
la PCR en heces: para determinar la dilu-
ción óptima en la cual inhibidores de la 
PCR existentes en las heces no afectan la 
sensibilidad de la prueba, se extrajo ADN 
de la cepa de referencia (ATCC 29833) 
en la concentración 1,5 x 108 ufc/mL en 
materia fecal normal y estéril por los 
dos métodos de extracción previamente 

Figura 1. Ubicación de iniciadores en el gen inv para la detección de Y. pseudotuberculosis por 
PCR y PCR anidada

Tabla 2. Iniciadores para la detección del gen inv por PCR y PCR anidada

Nombre del 
iniciador Secuencias (5´→3´)

No. de 
accesión en 

GenBank
Ubicación

Tamaño 
producto 

PCR (pares 
de bases)

invAf (directo) TCTGTCTCTTCATCTGCATT*

M17448

0666-0685
738

invAr (reverso) GCGTTGCAGATTATCTTTAC* 1384-1403

invBf (directo) CGCCAATAAGGAGCAGGAGA** 0776-0795
470

invBr (reverso) ACGAGTGCCATCCATTGAGG** 1226-1245

* Iniciadores para primera PCR
** Iniciadores para PCR anidada

descritos. Este ADN se diluyó en tampón 
TE a concentraciones de 1:5, 1:25, 1:125 y 
1:625; cada dilución se evaluó por PCR y 
PCR anidada en las condiciones anterior-
mente mencionadas. 

Límite mínimo de detección de ADN por 
PCR y PCR anidada: el límite mínimo de 
detección de la técnica molecular, enten-
dido como la mínima cantidad de ADN 
capaz de ser detectada tanto por PCR 
simple como por PCR anidada, se llevó a 
cabo sometiendo a amplificación solucio-
nes de concentración de ADN conocidas 
en valores descendentes, las cuales fue-
ron obtenidas realizando diluciones 1:1 
de una muestra de ADN de alta pureza 
(cociente ADN/proteína cercana a 2) ini-
ciando como concentración de 1 ng/µL de 
ADN genómico de Y. pseudotuberculosis.

Determinación de la sensibilidad y 
especificidad analíticas
La sensibilidad y especificidad analítica 
se evaluaron teniendo en cuenta las defi-
niciones utilizadas por la Organización 
Mundial de Sanidad Animal (OIE) en el 
2004 sobre la evaluación de pruebas diag-
nósticas para enfermedades infecciosas.

Método microbiológico: la especificidad 
de la metodología microbiológica se evaluó 
utilizando la batería comercial Crystal® en 
colonias puras de diferentes enterobac-
terias (tabla 1). Se procesaron muestras 
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de materia fecal inoculadas con Y. pseu-
dotuberculosis por medio de los métodos 
microbiológicos previamente descritos y 
se recuperaron las colonias identificadas 
por Crystal®. Para evaluar la sensibili-
dad analítica de este método, se tomaron 
muestras de materia fecal estéril y normal 
previamente inoculadas con las dos cepas 
de Y. pseudotuberculosis (ATCC 29833 y 
YPCC 024) a una concentración final de 
1,5 x 108 a 1,5 x 100 ufc/g de materia fecal, 
y se procesaron siguiendo la metodología 
microbiológica previamente mencionada.

Métodos moleculares: para determinar la 
especificidad de la metodología molecu-
lar se empleó la metodología previamente 
reportada por Jaramillo y colaboradores 
(2007), para lo cual se realizó la amplifica-
ción del gen inv por PCR anidada de ADN 
aislado a partir de cultivos bacterianos 
puros de diferentes enterobacterias (tabla 
1), y ADN resultante de un cultivo bac-
teriano a partir de la siembra de materia 
fecal de cuyes en caldo BHI. La evalua-
ción de la sensibilidad analítica de estos 
métodos se realizó tomando muestras 
de las diluciones de Y. pseudotuberculosis 
entre 1,5 x 108 a 1,5 x 100 ufc/g de materia 
fecal estéril y normal hechas para el ensa-
yo de medición de la sensibilidad por el 
método microbiológico. Estas muestras se 
sometieron a extracción de ADN por los 
métodos ya descritos y se amplificaron 
por PCR anidada y se registró la dilución 
más alta en la cual se observó la presencia 
de un producto amplificado del tamaño 
molecular esperado. 

Evaluación de ventajas y desventajas de 
las metodologías diagnósticas

Para comparar las ventajas de cada una de 
las metodologías empleadas, se tuvieron 
en cuenta tres parámetros: la complejidad 
de cada técnica, el tiempo necesario para 
el procesamiento y obtención de resulta-
dos en cada una de las metodologías, y el 
costo que implica procesar una muestra 
por los diferentes métodos. Los costos del 
montaje de las técnicas moleculares y las 
microbiológicas se determinaron con pre-
cios de catálogo y cotizaciones suminis-
tradas por los distribuidores representan-
tes de las casas matrices; en este análisis 
sólo se tuvieron en cuenta los costos de 
los materiales y reactivos consumibles y 
no, los costos de los equipos utilizados, 
personal o instalaciones. 

R E S U L T A D O S

Aislamiento e identificación de Y. 
pseudotuberculosis en heces

La metodología microbiológica utilizada 
en este estudio permitió el aislamiento e 
identificación de Y. pseudotuberculosis a 
partir de materia fecal estéril. Sin embar-
go, en los ensayos a partir de materia fecal 
normal la identificación bacteriana fue 
compleja cuando se utilizó únicamente 
la batería comercial Crystal®, debido al 
exceso de distintas poblaciones bacteria-
nas presentes en los aislamientos prima-
rios en los cuales no se diferenciaba la 
morfología típica de Y. pseudotuberculosis, 
lo cual obligó a realizar subcultivos en 
agares selectivos con el fin de obtener 
colonias puras. 

Comparación de métodos de extracción 
de ADN

Dos métodos de extracción de ADN 
se evaluaron en suspensiones bacteria-
nas puras de Y. pseudotuberculosis ATCC 
29833, teniendo en cuenta su pureza 
(cociente ADN/proteína) y la cantidad 
de ADN obtenido por muestra. Con 
el método de extracción de ADN por 
fenol-cloroformo a partir de colonias 
bacterianas puras se obtuvo mayor can-
tidad y mejor calidad de ADN en com-
paración del método de ebullición (P < 
0,05) (tabla 3). 

Tabla 3. Cuantificación de ADN comparando dos métodos de extracción en cultivos puros de Y. 
pseudotuberculosis

Método n ng/µL ± DE D.O 260 nm/D.O 280 nm

Fenol-cloroformo 10 545,124 ± 52.11ª 1,988 ± 0,06ª

Ebullición en solución de lisis* 10 322,909 ± 69.08b 1,605 ± 0,14b

a, b Para cada columna, medias con superíndices diferentes presentaron diferencias significativas (P<0,05).
± DE. Desviación estándar. 
D.O. Densidad óptica.

En la tabla 4 se comparan los resulta-
dos obtenidos en la aplicación de los dos 
métodos de extracción de ADN en dife-
rentes matrices, después de la amplifica-
ción por PCR y PCR anidada. Se evidencia 
un mejor nivel de detección en las dife-
rentes matrices cuando se utilizó el méto-
do de ebullición; así como la ausencia de 
amplificación cuando se llevaron a cabo 
los métodos de extracción evaluados en 
las muestras de materia fecal no diluida.

Detección molecular por PCR y PCR 
anidada

La detección de poblaciones bacterianas 
de Y. pseudotuberculosis por PCR y PCR 
anidada varió en su sensibilidad depen-
diendo del tipo de matriz evaluada. Se 
observó inhibición de la PCR cuando se 
realizó en materia fecal normal y estéril 
sin diluir; cuando la materia fecal se 
diluyó, se obtuvieron amplificaciones con 
sensibilidad menor en la materia fecal 
normal que en la materia fecal estéril 
(tabla 4).

Reducción del efecto de inhibidores de 
la PCR en materia fecal: una dilución 
1:5 de ADN obtenido a partir de materia 
fecal estéril por cualquiera de los dos 
métodos de extracción fue suficiente para 
obtener un producto amplificado en la 
PCR anidada, pero no en la primera PCR; 
esto se logró mediante la realizaron de 
diluciones mayores del ADN. Para lograr 

Tabla 4. Niveles de detección (de Y. pseudotuberculosis en ufc/g de materia fecal) obtenidos por PCR 
y PCR anidada según la matriz de origen y sus diferencias según el método de extracción de ADN

Matriz

Método de extracción de ADN

Ebullición Fenol-cloroformo

PCR simple PCR anidada PCR simple PCR anidada

PBS 105 103 108 104

Materia fecal estéril diluida 107 104 108 105

Materia fecal normal diluida 108 105 - 106

Materia fecal sin diluir - - - -
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una adecuada amplificación con el ADN 
obtenido a partir de materia fecal normal 
fue necesario realizar una dilución 1:125 
en búfer TE tanto en la primera PCR como 
en la PCR anidada (tabla 5). 

Límite mínimo de detección de ADN por 
PCR: el límite mínimo de detección de 
ADN para la primera PCR fue de 156,25 
pg mientras que para PCR anidada fue de 
1,22 pg, como lo indica la figura 2. 

Determinación de la sensibilidad y 
especificidad analíticas

Especificidad: se evaluó la especificidad 
de PCR y PCR anidada con las especies 
bacterianas descritas en la tabla 1 obte-
niendo amplificación únicamente en las 
muestras que tenían ADN de las cepas de 
Y. pseudotuberculosis. Los productos obte-
nidos después de amplificar el gen inv en 
las cepas ATCC 29833 y YPCC 024 fueron 
de los tamaños esperados 738 y 470 pares 
de bases (pb) para PCR y PCR anidada 
respectivamente (figura 3).

Cuando se usó la batería comercial 
Crystal® con colonias puras de diferen-
tes enterobacterias no presentó resulta-
dos positivos para Y. pseudotuberculosis. 
Sin embargo, en materia fecal normal 
mostró baja especificidad debido a la 
poca selectividad obtenida en el pro-
ceso de preenriquecimiento y siembra 
en agares selectivos. Debido a la baja 
especificidad se decidió remplazar esta 
técnica con la detección por PCR usando 
ADN aislado por el método de ebullición 
-a partir de una mezcla de colonias obte-
nidas después del preenriquecimiento 
microbiológico-, con lo que se obtuvie-
ron mejores resultados. 

Sensibilidad microbiológica: en la 
tabla 6 se muestran los resultados de sen-
sibilidad de la metodología microbiológi-
ca en la detección de Y. pseudotuberculosis 
a partir de un gramo de materia fecal. 
Los resultados de sensibilidad en mues-
tras de materia fecal normal correspon-
den a la combinación de procedimientos 
microbiológicos de preenriquecimiento 
con detección por PCR a diferencia de 
los resultados de sensibilidad en mate-
ria fecal estéril, donde sólo se utilizó la 
metodología microbiológica. A pesar de 
esto la sensibilidad fue mejor en materia 
fecal estéril.

Tabla 5. Amplificación por PCR y PCR anidada obtenida tras la dilución de muestras de ADN de Y. 
pseudotuberculosis extraído en muestras de materia fecal estéril y sus diferencias según el método 
de extracción

Metodología Dilución*

Materia fecal estéril
  Materia fecal normal

Fenol-
cloroformo Ebullición   Fenol-

cloroformo Ebullición

P
1era C

R

Sin diluir - - - -

1:5 - - - -

1:25 - + - -

1:125 - + + +

1:625 + + - +

P
2da C

R

Sin diluir - - - -

1:5 + + - -

1:25 + + - -

1:125 + + + +

1:625 + + - +

* Las diluciones de ADN fueron hechas a partir 1,5 x 108 ufc/g de materia fecal.

Figura 2. Límite de detección de ADN mediante amplificación del gen inv de Y. pseudotuberculosis 
por PCR. A. Primera PCR. B. PCR anidada. M. Marcador φX174 RF ADN/Hae III, 1. 2.500 pg, 2. 
1.250 pg, 3. 625 pg, 4. 312,5 pg, 5. 156.25 pg, 6. 78,125 pg, 7. 39,06 pg, 8. 19,53 pg, 9. 9,76 pg, 
10. 4,88 pg, 11. 2,44 pg, 12. 1,22 pg, 13. 0,61 pg, + control positivo primera PCR, -.control negativo 
primera PCR, +a. control positivo PCR anidada, -a control negativo PCR anidada

Figura 3. Especificidad de PCR anidada con diferentes enterobacterias. M. Marcador φX174 RF 
ADN/Hae III, Yp. Yersinia pseudotuberculosis, Yk. Yersinia kristensenii, Ye. Yersinia enterocolitica, 
S. Salmonella Enteritidis, Ec1. E. coli 1, Ec2. E. coli 2, Mis. Miscelanea bacterias de origen fecal, 
M+. Mezcla de enterobacterias con Y. pseudotuberculosis, M-. Mezcla de enterobacterias sin Y. 
pseudotuberculosis, +a. Control positivo PCR anidada, -a. Control negativo PCR anidada,+. Control 
positivo primera PCR, -. Control negativo primera PCR

Sensibilidad de la metodología molecu-
lar: la sensibilidad de la PCR simple y la 
PCR anidada se evaluó con ADN extraído 
de materia fecal estéril y normal; el ADN 

obtenido fue llevado a una dilución 1:125 
en TE para contrarrestar el efecto de los 
inhibidores de la materia fecal. Se observó 
que la sensibilidad tanto en la PCR sim-
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ple como en la PCR anidada en materia 
fecal normal fue 10 veces menor que en 
la materia fecal estéril (figuras 4 y 5). La 
realización de la PCR anidada aumentó la 
sensibilidad mil veces en ambos tipos de 
materia fecal.

Evaluación comparativa de ventajas 
y desventajas de las metodologías 
diagnósticas

En la tabla 7 se resumen los resultados 
referentes a tiempo, complejidad y costos 
de los materiales y reactivos consumibles 
requeridos en la realización de cada una 
de las metodologías evaluadas. En gene-
ral se observaron mejores resultados en 
cuanto a tiempo, complejidad y costos 
en la metodología molecular en compa-
ración de la metodología microbiológica. 
Sin embargo, estas desventajas se dismi-
nuyen cuando ambas metodologías son 
combinadas.

D I S C U S I Ó N

Recientemente han aparecido gran can-
tidad de publicaciones sobre el uso de 
metodologías moleculares como herra-
mientas en el diagnóstico de enfermeda-
des infecciosas, principalmente aquellas 
en las que las metodologías convenciona-
les no han tenido el rendimiento diagnós-
tico esperado (Yamada et al., 1998; Notomi 
et al., 2000; Savill et al., 2001; Shehee et al., 
2004). Sin embargo, estas técnicas mole-
culares, como PCR, tienen limitaciones 
cuando se usan en especímenes fecales 
en especial por la presencia de sustancias 
que interfieren con la amplificación, que 
influyen negativamente en la sensibilidad 
diagnóstica de la técnica (Rådström et al., 
2004). Gracias a las ventajas de los especí-
menes fecales como muestra diagnóstica, 
principalmente por su facilidad de obten-
ción, se han realizado diferentes trabajos 
tratando de estandarizar protocolos para 
el tratamiento de este tipo de muestras 
antes de llevar a cabo las reacciones; así 
mismo se ha sugerido la combinación de 
técnicas microbiológicas y moleculares 
para mejorar tanto la sensibilidad como 
la especificidad del diagnóstico (Lou et al., 
1997; Malorny y Hoorfar, 2005). El objeti-
vo de este trabajo fue diseñar una meto-
dología diagnóstica para la detección de 
Y. pseudotuberculosis en materia fecal ino-
culada artificialmente, usando metodolo-
gías microbiológicas y moleculares.

Tabla 6. Sensibilidad de la metodología microbiológica en materia fecal estéril y normal

Concentración 
bacteriana

Cepa campo Cepa referencia

Estéril Normal Estéril Normal

1,5 x 108 + + + +

1,5 x 107 + + + +

1,5 x 106 + + + +

1,5 x 105 + + + +

1,5 x 104 + + + +

1,5 x 103 + + + -

1,5 x 102 + - + -

1,5 x 101 + - + -

1,5 x 100 - - - -

Figura 4. Sensibilidad de la PCR en material fecal estéril. A. Primera PCR, B. PCR anidada. M. 
Marcador φX174 RF ADN/Hae III, 108-100: concentraciones bacterianas en materia fecal estéril, +. 
Control positivo primera PCR, -. Control negativo primera PCR, +a. Control positivo PCR anidada y 
-a. Control negativo PCR anidada 

Figura 5. Sensibilidad de la PCR en materia fecal normal. A. Primera PCR, B. PCR anidada. M. 
Marcador φX174 RF ADN/Hae III, 108-100. Concentraciones bacterianas en materia fecal normal, +. 
Control positivo primera PCR, -. Control negativo primera PCR, +a. Control positivo PCR anidada y 
-a. Control negativo PCR anidada
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La metodología que en este trabajo se 
utilizó para el aislamiento bacteriano de 
las dos diferentes cepas de Y. pseudotu-
berculosis permitió la recuperación hasta 
de 1,5 x 101 ufc/g en materia fecal estéril; 
en materia fecal normal varió entre 1,5 x 
104 y 1,5 x 103 ufc/g. Sin embargo, el aisla-
miento de Y. pseudotuberculosis a partir de 
materia fecal normal también fue posible 
sin la utilización de preenriquecimiento, 
lo cual diminuyó 10 veces el límite de 
recuperación de suspensiones bacterianas 
para la cepa de campo y en diez mil veces 
para la cepa de referencia. Este efecto 
no se observa en el caso de materia fecal 
estéril, donde la cepa de referencia puede 
ser recuperada sin previo preenriqueci-
miento desde una carga bacteriana inicial 
equivalente a 1 ufc/g de materia fecal. 
Estos resultados sugieren que la flora bac-
teriana presente en materia fecal redujo la 
supervivencia de esta cepa.

El rendimiento de las técnicas basadas 
en la amplificación de ácidos nucleicos 
dependen del tipo de muestras de donde 
se obtiene el ADN o ARN y del protocolo 
utilizado para la extracción y purifica-
ción de estos, principalmente cuando se 
trabaja con muestras biológicas comple-
jas como las heces (McOrist et al., 2002; 
Hoorfar et al., 2004; Rådström et al., 2004; 
Di Pinto et al., 2007). 

Con el fin de obtener suficiente ADN 
de buena calidad para ser amplificado 
por PCR, en este estudio se compararon 
dos protocolos de aislamiento de ADN, 
tanto en colonias puras como en materia 
fecal estéril y normal. En la extracción 
de ADN por fenol-cloroformo a partir 
de colonias puras se obtuvo ADN de 
mejor calidad y con una concentración 
significativamente mayor (tabla 3) que 
el método de ebullición; sin embargo, 
este método tiene una eficiencia baja 
cuando se realiza en especímenes que 

tienen una concentración muy baja de 
ADN total, posiblemente porque se 
hace difícil concentrar el ADN, el cual 
quizá se pierde en los procedimientos de 
lavados que se realizan para la remoción 
de contaminantes. Este efecto no es 
observable en el método de ebullición, 
puesto que se asume que la lisis celular 
y subsecuente liberación del ADN 
se da directamente en la muestra, sin 
realizar posteriores pasos de purificación 
(Jensen et al., 2002). Para confirmar esto se 
diseñaron dos ensayos comparativos de 
extracción de ADN con fenol-cloroformo; 
uno con suspensiones bacterianas 
de concentraciones conocidas de Y. 
pseudotuberculosis, y otro con suspensiones 
bacterianas de Y. pseudotuberculosis a la 
misma concentración a las que se adicionó 
una población conocida de E. coli. En estas 
últimas el nivel de detección por PCR 
fue mayor (resultados no mostrados). Al 
evaluar la eficiencia de amplificación en una 
primera PCR aplicando ambos métodos 
de extracción de ADN en suspensiones 
bacterianas, se observa mayor sensibilidad 
con el método de ebullición (1,5 x 105 

ufc/mL) con relación al método de fenol-
cloroformo (1,5 x 106 ufc/mL). 

La PCR anidada es más sensible para 
muestras procesadas por el método de 
fenol-cloroformo que para las sometidas 
al método de ebullición, posiblemente 
debido a una mayor calidad del ADN 
cuando se usa fenol-cloroformo, lo cual 
podría producir amplificaciones indetec-
tables visualmente en una primera PCR y 
que se hacen evidentes en la PCR anida-
da. Lo anterior confirma que además de 
la cantidad de ADN, su calidad también 
desempeña un papel fundamental en la 
eficiencia de la amplificación y por ende 
en la sensibilidad de la prueba, principal-
mente en matrices donde la presencia de 
inhibidores es alta (McOrist et al., 2002; 
Amagliania et al., 2007).

Diferentes trabajos han evidenciado 
desventajas en la aplicación de técnicas 
moleculares de amplificación de ácidos 
nucleicos, como PCR para la detección de 
organismos en heces (Malorny y Hoorfar, 
2005; Jaramillo et al., 2007). Esto se debe 
principalmente a la presencia de sustan-
cias inhibidoras que actúan sobre puntos 
esenciales de la reacción: interfiriendo con 
la lisis celular necesaria para la extracción 
de ADN, degradando el ADN blanco o 
su captura e inhibiendo la actividad de 
la polimerasa responsable de la amplifi-
cación (Wilson, 1997). Para resolver este 
inconveniente se han diseñado diversas 
estrategias. En este trabajo se diluyeron 
las muestras obtenidas después de rea-
lizar la extracción de ADN para dismi-
nuir el efecto de los inhibidores sobre la 
PCR, consiguiendo así que los inhibidores 
existentes no afectaran la reacción de 
amplificación y que a su vez una cantidad 
suficiente de ADN bacteriano estuvie-
ra presente para lograr amplificaciones 
visualmente detectables. Estos hallazgos 
confirmaron el gran efecto de inhibición 
que tienen algunos componentes de la 
materia fecal, sobre la amplificación del 
ADN. Estudios anteriores han identifica-
do algunos de los principales inhibidores 
encontrados en la materia fecal de anima-
les y humanos entre los que se destacan 
polisacáridos, urea y ácidos biliares, entre 
otros (Monteiro et al., 1997; Wilson, 1997; 
Rådström et al., 2004).

Al comparar la capacidad de amplifi-
cación por PCR y PCR anidada en los dos 
tipos de materia fecal -estéril y normal- 
diluidas, es claramente apreciable que la 
materia fecal normal debe diluirse más 
que la estéril para obtener amplificaciones 
visibles; esto puede deberse a que el pro-
ceso de esterilización al que fue sometida 
la materia fecal elimina algunos compo-
nentes inhibidores de la PCR que afectan 
la actividad de la Taq polimerasa o el 

Tabla 7. Evaluación del tiempo, complejidad y costo de las diferentes metodologías diagnósticas

Metodología Tiempo 
aproximado Complejidad**

Costo (pesos)

Colombia Catálogo**

PCR anidada
Extracción ADN por ebullición 1 día + 7.124 4.789

Extracción ADN por fenol-cloroformo 2 días +++ 12.216 6.998

Microbiología Confirmación por kit BBL Crystal® 13 días ++++ 27.010 17.358

Combinación de técnicas Confirmación por PCR (ebullición) 11 días +++ 9.911 5.637

* La complejidad para cada prueba fue asignada tomando como criterio el número de pasos necesarios para obtener un resultado, y la exigencia del nivel de destreza necesario para realizar la prueba.
** El precio de catálogo se calculó teniendo en cuenta una tasa de cambio de dos pesos por dólar (tasa representativa del mercado el 5 de septiembre de 2008).
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ADN blanco. Otra posibilidad es que el 
ADN de la flora acompañante de la mate-
ria fecal normal disminuya la capacidad 
de amplificación, como lo describieron 
Knutsson y colaboradores (2002), quienes 
comprobaron que el ADN procedente de 
poblaciones iguales o mayores a 106 ufc/
mL de flora acompañante tiene un efecto 
negativo sobre la eficiencia de amplifica-
ción. Diferentes trabajos han reportado 
resultados similares (Logue et al., 1996; 
Lambertz et al., 2000; Ramesh et al., 2002). 
Por lo tanto, se debe tener en cuenta 
que los procedimientos de extracción y 
purificación de ADN a partir de mues-
tras complejas como las fecales influyen 
directamente y de forma importante en 
mejorar o reducir la sensibilidad de la 
amplificación por PCR.

La especificidad de la metodología 
microbiológica fue comprobada 
finalmente por PCR, ya que como se 
mencionó anteriormente la especificidad 
del método microbiológico normalmente 
requiere de identificación bacteriana con 
base en perfiles bioquímicos, lo cual se 
buscó con el kit comercial Crystal® para 
enterobacterias no fermentativas. Sin 
embargo, este procedimiento no fue posible 
en materia fecal normal, por la abundante 
flora acompañante que esta contiene, lo cual 
no permite la diferenciación de colonias 
compatibles con Y. pseudotuberculosis. El 
kit diagnóstico Crystal® es adecuado 
cuando se utiliza en muestras poco 
contaminadas como fluidos corporales u 
órganos. Robinson y colaboradores (1995) 
compararon tres diferentes pruebas 
comerciales de diagnóstico basadas 
en perfiles bioquímicos en las que se 
incluía el Crystal® para la identificación 
de bacterias pertenecientes a la familia 
Enterobacteriaceae, las cuales fueron 
evaluadas con 512 aislamientos clínicos 
de bacterias gram negativas; encontraron 
que el Cristal® puede producir resultados 
por encima del 95% de confiabilidad.

Diferentes autores han descrito el gen 
inv como un marcador molecular alta-
mente conservado entre aislamientos de 
Y. pseudotuberculosis y no tiene similitud 
con otras especies del genero Yersinia 
(Nakajima et al., 1992; Thoerner et al., 
2003). En el ensayo de especificidad de 
las técnicas moleculares se confirmó que 
los iniciadores utilizados en este estu-
dio son específicos para la amplificación 

del gen inv de Y. pseudotuberculosis, sin 
presentar reacción cruzada con otras 
especies del mismo género u otras ente-
robacterias. Estos hallazgos concuerdan 
con los observados por diferentes auto-
res (Shiozawa et al., 1995; Kageyama et 
al., 2002; Horisaka et al., 2004).

De las metodologías diagnósticas aquí 
evaluadas, el protocolo en el que se uti-
lizó preenriquecimiento, aislamiento y 
detección por PCR permitió la detección 
de concentraciones más bajas de Y. pseu-
dotuberculosis en materia fecal normal; se 
pudo detectar entre 1,5 x 104 a 1,5 x 103 
ufc/g de materia fecal. La detección por 
las metodologías moleculares por sí solas 
tuvo una sensibilidad de 1,5 x 108 ufc/g 
de materia fecal en una primera PCR y 
de 1,5 x 105 ufc/g de materia fecal por 
PCR anidada. 

El incremento o reducción de la sensi-
bilidad de la PCR es variado en relación 
con metodologías basadas en la detec-
ción de patógenos por cultivo microbio-
lógico en materia fecal, lo cual depende 
del microorganismo blanco y del método 
de purificación y extracción de ADN a 
partir de la muestra de heces. Así, Vans-
nick y colaboradores (2007) encontraron 
un nivel de sensibilidad similar en la 
detección molecular y microbiológica de 
Mycobacterium paratuberculosis en heces 
de bovinos mediante extracción de ADN 
bacteriano por captura magnética. Por 
otro lado, Rasbäck y colaboradores (2006) 
encontraron que la PCR aplicada a culti-
vos bacterianos puros presenta niveles de 
sensibilidad entre 10 y 100 veces mayores 
a los observados cuando se aplica directa-
mente a materia fecal.

La sensibilidad de la PCR en materia 
fecal en este trabajo se evaluó comparan-
do el método de fenol-cloroformo frente 
al de ebullición, sin encontrar grandes 
diferencias. Este último método tiene 
grandes ventajas sobre el de fenol-cloro-
formo, entre las que se destacan su rapi-
dez, costo, facilidad e inocuidad para el 
operario, hallazgos que coinciden con los 
reportados por diversos autores (Möller et 
al., 1998, Amagliania et al., 2007). 

En este estudio la sensibilidad de la 
PCR en materia fecal normal aumentó 
mil veces cuando fue realizada una PCR 
anidada. Otros autores han encontrado 

que la realización de una PCR anidada 
mejora la sensibilidad de la prueba (entre 
cien y mil veces). Sin embargo, la realiza-
ción de una segunda PCR puede llevar a 
un riesgo mayor de falsos positivos por 
contaminación cruzada proveniente de 
fragmentos de ADN de amplificaciones 
anteriores (McOrist et al., 2002; Vansnick 
et al., 2007). 

Para comparar la sensibilidad analítica 
entre las metodologías moleculares se 
hicieron diluciones de ADN puro 1:1, el 
cual se amplificó por una primera PCR 
y PCR anidada. El límite de detección de 
ADN en la primera PCR fue de 156,25 pg 
mientras que para PCR anidada fue de 
1,22 pg. Estos resultados son similares a 
los reportados previamente por Enosawa 
y colaboradores (2003), quienes reporta-
ron un límite de detección de ADN de 
1 pg para PCR anidada y 100 pg para 
PCR en muestras de ADN perteneciente a 
Mycobacterium paratuberculosis.

Pocos trabajos evalúan, además de 
la sensibilidad y la especificidad de las 
metodologías diagnósticas, el costo eco-
nómico, lo cual puede ser un punto 
definitivo al momento de implementar 
un protocolo diagnóstico para la detec-
ción de algún patógeno. En este trabajo 
se analizó comparativamente el valor 
de cada una de las metodologías diag-
nósticas sin tener en cuenta los costos 
correspondientes a infraestructura, equi-
pos o personal. Se tuvieron en cuenta los 
precios nacionales de reactivos y mate-
riales en comparación con los precios de 
catálogo (tabla 7). 

En relación con los resultados referen-
tes al tiempo y complejidad que requiere 
cada prueba, se observa que las metodo-
logías moleculares son menos complejas, 
requieren menor tiempo y su costo eco-
nómico es menor en comparación con las 
metodologías microbiológicas. Sin embar-
go, al combinar el aislamiento microbioló-
gico con la PCR se reducen tanto la com-
plejidad como el tiempo de realización 
(un día) y hasta 2,7 veces el costo de la 
metodología microbiológica sin incluir la 
identificación bacteriana por perfiles bio-
químicos. En el caso de la metodología de 
PCR anidada, la extracción de ADN por el 
método de ebullición tiene una reducción 
entre 1,7 y 1,9 veces en el costo total del 
ensayo en comparación con el método de 
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extracción de ADN por fenol-cloroformo, 
así como también se reduce la compleji-
dad y tiempo de la prueba.

C O N C L U S I O N E S

La evaluación analítica de un método 
microbiológico y de un método de PCR 
para la detección de Y. pseudotuberculosis 
en materia fecal mostró que cada uno pre-
senta ventajas que pueden ser utilizadas 
en conjunto para mejorar la sensibilidad 
y especificidad del diagnóstico. 

La combinación de la metodología 
microbiológica y la molecular para la 
detección de Y. pseudotuberculosis en mate-
ria fecal mejoró el nivel de detección y 
disminuyó el alto costo del uso de bate-
rías comerciales usadas en la identifica-
ción de este patógeno.

Se sugiere optimizar y aplicar las dos 
metodologías conjuntamente en estudios 
dirigidos a la determinación de la epide-
miología de Y. pseudotuberculosis en plan-
teles cuyícolas, con el fin de observar las 
virtudes de las metodologías diagnósticas 
al ser usadas en condiciones de campo.
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