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Resumen 
Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, móvil, no 
esporulado, que en la mayoría de los casos constituye parte normal de la flora del 
tracto intestinal de los seres humanos y de animales de sangre caliente. 

El intestino delgado de un infante es estéril hasta el momento del nacimiento; pero 
cuando nace inicia la colonización con la flora vaginal e intestinal de la madre. 
Después entran por el tubo digestivo del neonato una gran variedad de 
microorganismos ambientales. A partir de los cuales se establece la flora normal 
del tracto gastrointestinal (TGI). Así, en los primeros dos días aparecen 
Enterococcus y Escherichia coli, tanto de los lactantes que son alimentados con 
leche materna como en los que reciben fórmulas lácteas. 

El objetivo de este estudio fue determinar si existe relación clonal entre las cepas 
de E. coli aisladas del intestino en un neonato durante un estudio previo (1985-
1987); en el que la colonización del intestino por patógenos fue seguida 
longitudinalmente en niños durante sus dos primeros años, realizando cultivos de 
heces periódicamente y además diariamente cada vez que un niño presentaba 
diarrea. Para establecer dicha relación se usó la técnica de electroforesis en gel 
de campos pulsados (PFGE por sus siglas en inglés: Pulsed Field Gel 
Electrophoresis). 

Típicamente la caracterización fenotípica de E. coli se realiza mediante la 
selección de series de medios de cultivo con sustratos que permiten elaborar un 
perfil bioquímico. Por lo general E. coli genera reacciones positivas para indol, 
lisina descarboxilasa y fermentación de manitol, lactosa y glucosa. 

Actualmente la epidemiología molecular es una disciplina que ha permitido 
caracterizar a diversos agentes infecciosos, lo que ha facilitado su diagnóstico, su 
distribución y en su caso un mejor tratamiento. 
 
La caracterización genotípica de las bacterias por medio de PFGE, comparado 
con otros métodos más sofisticados (secuenciación) o más simples (RAPD), nos 
permite obtener un perfil representativo del genoma bacteriano, en la identificación 
de clonas o sub clonas de E. coli en las cepas estudiadas.  
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Introducción 

Neonato: 
Una vez acontecido el nacimiento, comienza el periodo neonatal. 

La lactancia aporta beneficios significativos para el neonato y su madre, al ser 
alimentado del seno materno, se limita la exposición del niño a patógenos 
ambientales que podrían introducirse a través de alimentos, líquidos o utensilios 
contaminados para la alimentación. 7 

El intestino delgado de un niño es estéril hasta el momento del nacimiento, pero 
cuando nace es colonizado con la flora vaginal e intestinal de su madre. Después 
entra en el tubo digestivo del neonato una gran variedad de microorganismos 
ambientales. A partir de ellos se establece la flora normal del TGI. Así, a partir de 
los primeros dos días se aíslan Enterococcus y E. coli de las heces, tanto de los 
neonatos que son alimentados con leche materna como en los que reciben 
fórmulas lácteas. Más aún, en los bebés alimentados de leche materna aparecen 
en gran número especies de Bifidobacterium y en menor nivel especies de E. coli 
y Enterococcus. En contraste, en los recién nacidos que toman fórmula láctea, 
predominan E. coli y Enterococcus, junto con Clostridium y Bacteroides.4 

La familia de Enterobacteriaceae está formada por más de 20 géneros 
bacterianos, 120 especies entre ellas se encuentra E. coli y miles de serotipos.5 

En los lactantes alimentados con leche materna se evita la infección 
gastrointestinal y se reduce su gravedad, con efectos específicos contra los 
patógenos entéricos como rotavirus, Giardia, Shigella, Campylobacter y E.coli 
enterotoxigénica.8 

El sistema digestivo humano contiene más de 1014 microorganismos, muchos más 
que el número total de células en nuestro cuerpo. Se calcula que el TGI alberga 
1000 especies de bacterias pero de ellas solo 30 o 40 constituyen el 95% de esta 
población.37 

La familia Enterobacteriaceae  
La familia Enterobacteriaceae está formada por más de veinte géneros 
bacterianos, aproximadamente ciento veinte especies y miles de serotipos. Se 
caracterizan por ser capaces de presentar metabolismo tanto en condiciones de 
anaerobiosis en el interior del intestino como aeróbicamente en el ambiente 
exterior, por lo que se definen como microorganismos facultativos. Algunos de los 
géneros reconocidos como patógenos en el humano son los 6 patotipos de 
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Escherichia, de Yersinia, Salmonella y Shigella, y las enterobacterias oportunistas 
que son Klebsiella, Serratia y Proteus, Enterobacter y Cronobacter.5 

Normalmente, el nivel microbiano en el intestino delgado (en particular en yeyuno 
e íleon) es de casi 106-7/g y en el intestino grueso (colon) de 109-10/g de contenido. 
Los tipos más predominantes en el intestino delgado corresponden a distintas 
especies de Lactobacillus y Enterococcus, y en el grueso hay diferentes géneros 
de Enterobacteriaceae, diversas especies de Bacteroides, Fusobacterium, 

Clostridium, Enterobacerium, Enterococcus, Bifidobacterium y Lactobacillus.38 

La microbiota intestinal humana constituye un ecosistema complejo que ahora es 
reconocido por su impacto en la salud humana. Contribuye a la maduración del 
sistema inmune y proporciona una barrera directa contra la colonización por 
patógenos, así como su posible implicación en las nuevas enfermedades. Estas 
incluyen alergias, enfermedades inflamatorias del intestino y trastornos 
metabólicos y posiblemente degenerativos.  Así mismo el huésped desarrolla una 
tolerancia hacia las bacterias no patógenas que colonizan las superficies de 
mucosas y la piel; y a cambio, las bacterias controlan el desarrollo y el 
mantenimiento de las funciones esenciales del metabolismo. La microbiota 
intestinal contribuye a la bioconversión de los compuestos no absorbidos de los 
alimentos en las partes superiores del tracto digestivo. Además de que la 
colonización por microorganismos comensales es una clave para el desarrollo del 
sistema inmunológico. 51 

Las cepas de E. coli que persisten en la flora intestinal de un individuo durante un 
cierto periodo se les llama cepas comensales o residentes. Estas cepas presentan 
ciertas características que le permiten resistir como flora intestinal; por ejemplo, la 
expresión de fimbrias P y la capacidad para adherirse a las células epiteliales del 
colón. 53 

Las bacterias comensales se encuentran distribuidas a todo lo largo del tubo 
digestivo en cantidades que se relacionan con su capacidad para adaptarse al 
ambiente que lo circunda y, una vez establecidas, sus poblaciones son estables y 
no necesitan de reintroducciones periódicas de bacterias cuando logran que su 
reproducción iguale o supere la velocidad de eliminación del organismo que las 
alberga. 52 

Del género Escherichia se incluyen siete especies las cuales son: E. 

adecarboxylata, E. albertii, E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii y E. 

vulneris; de las cuales E. coli es la mejor conocida. 

E. coli fue descrita por primera vez en 1885 por Theodore Von Escherich, quien le 
denomino Bacterium coli commune por ser aislada de las heces de individuos 
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sanos y enfermos. Junto con otras bacterias ayudan al funcionamiento del proceso 
digestivo y a la producción de vitaminas B y K.5 

Los miembros de esta especie tienen forma de bacilo de tamaño promedio de 
0.5µm de ancho por 3µm de largo; son Gram negativos, anaerobios facultativos, 
que se mueven por acción de flagelos perítricos; no producen esporas, fermentan 
la glucosa y la lactosa, son catalasa positivos, oxidasa negativos y reducen 
nitratos a nitritos; constituyen parte normal de la flora residente del tracto intestinal 
de los seres humanos, animales de sangre caliente y aves. 

El análisis ribosomal (16 rRNA), muestra que pertenece a la subclase de γ-
proteobacterias α, β y δ, que se encuentra relacionada tanto con las 
proteobacterias como con las cianobacterias. 

Las cepas de E. coli, desde un punto de vista bioquímico, se diferencian de otros 
coliformes por la producción de índoles (I) a partir de triptona, la Movilidad (M) 
debido a la presencia de flagelo bacteriano, una reacción negativa para Voges-
Proskauer (Vi: producción de acetilmetil-carbinol a partir de glucosa), y por no 
poder utilizar citrato como fuente de carbono (C); a este conjunto de pruebas se 
les conoce como IMViC; las cuales se realizan a partir de una unidad formadora 
de colonia (UFC); aislada de un medio de cultivo sólido.4  

Cuando el neonato nace por cesárea, la colonización se realiza más lentamente, 
sin embargo, a la cuarta semana se alcanzan los mismos niveles de concentración 
de microorganismos (108/mL) que presentan los niños que nacen por la ruta 
natural. 

E. coli alcanza una densidad muy alta (superior a 109 UFC por gramo de heces) 
después de los dos años de edad, la densidad se estabiliza y se mantiene 
alrededor de 108 UFC por gramo de heces y disminuye gradualmente en la edad 
adulta. 47 

Estas bacterias residen en la capa del moco que cubren las células epiteliales de 
todo el TGI; definido como un nicho ecológico nutricional al que el metabolismo de 
E. coli se ha adaptado.46 

Este nicho de E. coli comensal se encuentra en la capa mucosa del colon 
perteneciente a todo el tracto digestivo, donde su capacidad para utilizar gluconato 
es más eficiente que otras especies residentes, permitiendo de ese modo que 
ocupe un nicho metabólicamente específico.24 

Dentro de las cepas de E. coli patógenas que infectan a los seres humanos, se 
han descrito dos clases: Los que causan infecciones intestinales y los que 
producen infecciones extraintestinales. Utilizando el procedimiento de tipificación 
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por sueros, se mostró que algunas variedades antigénicas de E. coli estaban 
involucradas en brotes de diarrea en niños albergados en cuneros.5  

La relación entre E. coli y el huésped, está definida por el comensalismo, y 
algunos de sus beneficios es evitar la colonización por patógenos; a través de 
mecanismos como la producción de bacteriocinas.46 

E. coli es un organismo modelo, pues es utilizado para analizar los procesos 
involucrados en la evolución del genoma bacteriano, comprendiendo el tipo de 
cepa: las variantes patógenas y comensales. Cepas de E. coli patógenas y no 
patógenas difieren en la presencia y ausencia de elementos en DNA adicionales 
que contribuyen a los rasgos de virulencia específicos.55 

Hay varias cepas de E. coli que han adquirido atributos específicos de virulencia 
que les confieren una mayor capacidad para adaptarse a los nuevos nichos y les 
permite causar un amplio espectro de enfermedades. Estos atributos de virulencia 
están codificados con frecuencia en los elementos genéticos extracromosómicos 
que pueden ser movilizados en diferentes cepas para crear nuevas combinaciones 
de factores de virulencia, o en elementos genéticos que forman casetes en el 
genoma. 24 

Patotipos Intestinales de Escherichia coli. 

Las cepas de E.coli causantes de diarrea se han agrupado en seis diferentes tipos 
cada uno definido por sus propiedades de virulencia. Los grupos son: E. coli 
enteropatógena (EPEC por sus siglas en inglés), E. coli enterotoxigénica (ETEC), 
E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli adherente 
difusa (DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC). Cada uno de estos grupos 
presenta características distintas relacionadas a su epidemiología, patogénesis, 
manifestaciones clínicas y tratamiento. 

Escherichia coli enteropatógena (EPEC) 
EPEC es asociada con casos de diarrea en infantes, siendo la adherencia su 
principal factor de patogenicidad; seguida de la destrucción de la microvellosidad, 
con polimerización de actina, que lleva a la alteración del citoesqueleto en el sitio 
de la unión de la bacteria, debido al aumento de los niveles de calcio intracelular y 
de proteína cinasa C, su fenotipo ha sido denominado adherencia y borrado (A/E 
Attaching and Effacing).20  

En EPEC todos los determinantes genéticos para la producción de las lesiones de 
tipo A/E se encuentran en el locus de borrado de Enterocitos (por sus siglas en 
ingles locus of enterocyte effacement, LEE) presente en el plásmido EAF (Factor 
de adherencia de EPEC). Contiene los genes que codifican para la proteína de 
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membrana externa denominada intimina (Eae), los genes esp (por E. coli secreted 
proteins), el gen que codifica para el receptor translocado de intimina (tir) 
(translocated intimin receptor) y los genes para la síntesis del sistema de 
secreción tipo III.17   

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) 
Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias 
que tienen diversas formas denominadas CFA (factor de colonización antigénico o 
por sus siglas en ingles colonization factor antigens), siendo su principal 
mecanismo de patogenicidad la síntesis de alguna o ambas enterotoxinas 
llamadas toxina termolábil (LT) y toxina termoestable (ST). Sus genes están en un 
plásmido que también puede tener información genética para los CFA´s, aunque 
algunos genes de ST se han encontrado en transposones. Las toxinas LT y ST 
aumentan el nivel intracelular de AMPc y GMPc respectivamente, que se 
encuentran en la membrana de las células intestinales, provocando la salida de 
agua e iones. 22 

Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) 
El grupo enterohemorrágico, propuesto por Levine, incluye cepas de diferentes 
serotipos que presentan las mismas características clínicas, epidemiológicas y 
patogénicas del serotipo O157:H7 que es considerado como prototipo del grupo. A 
diferencia de otras E. coli, en general no fermentan sorbitol ni tienen actividad 
glucuronidasa. EHEC se ha asociado con la etiopatogenia de colitis hemorrágica 
sin fiebre (CH), síndrome urémico hemolítico y púrpura trombocitopenica.5 

Estas cepas tienen la capacidad de elaborar una o más citotoxinas, originalmente 
llamadas verotoxinas (VT) o Shiga-like.  

Otra propiedad de virulencia observada en este grupo de microorganismos es el 
daño celular conocido como adherencia y borrado (A/E), en este evento participan 
tanto genes cromosomales como plasmídicos que inducen y/o regulan la 
expresión de factores de virulencia de la bacteria. Estos genes se encuentran 
insertados en LEE.5  

Otro factor de patogenicidad es el plásmido pO157, de 60 MDa (92kb), que 
codifica para la enterohemolisina.21 Este pO157 codifica para una serie de 
determinantes de virulencia, entre ellos: ehxA (enterohemolisina A), etpC to etpO 

(Ruta secretora general), espP (serina Proteasa), katP (Catalasa-
peroxidasa), toxB (Potencial de adherencia), ecf (Fragmentos conservados de 
genes), y stcE (Inhibidor de estereasas).  Sin embargo; el papel de este plásmido 
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no se entiende completamente y solo 19 genes entre los 100 marcos de lectura 
abierta se han caracterizado.56 

El grupo entero hemorrágico incluye diferentes serotipos que presentan las 
mismas características clínicas, epidemiológicas y patogénicas del serotipo 
O157:H7; entre los serogrupos involucrados más comunes son: O26, O111, O121, 
O145.5 

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) 
El mecanismo de patogenicidad de cepas EIEC es la capacidad de invadir y 
reproducirse dentro del citoplasma, destruyendo las células hospederas.5 

El grupo EIEC y Shigella spp. están relacionados genética y bioquímicamente ya 
que son descarboxilasa negativas, no móviles y lactosa negativas. El mecanismo 
de patogenicidad de EIEC es la invasión del epitelio del colon; para ello el primer 
paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo 
de mucinasa y adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y 
posterior multiplicación de la EIEC dentro de la célula y diseminación a células 
sanas adyacentes.29  

La información genética para este mecanismo está en loci del cromosoma y del 
plásmido, además de tener la capacidad de elaborar una o más enterotoxinas que 
pudieran ser importantes en la producción de diarrea. Los genes necesarios para 
la invasión se encuentran en un plásmido de 140 MDa llamado pInv, que codifica 
para proteínas, como por ejemplo las Ipa y otras que están involucradas en el 
proceso de patogénesis.21 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 
En el mecanismo de patogenicidad de EAEC están implicadas la bacteria y 
diversas moléculas que ella produce; también se sabe que las cepas EAEC tienen 
la capacidad de incrementar en la mucosa la producción y secreción de moco que 
atrapa a las bacterias que se autoaglutinan en una fina película en el epitelio 
intestinal. La producción de moco puede estar relacionada con la capacidad de 
EAEC para colonizar persistentemente el intestino y causar diarrea. En el 
plásmido de 60 MDa de EAEC también se encuentran los genes que codifican 
para la toxina EASTI.21 

Escherichia coli adherente difusa (DAEC) 
Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman microcolonias cuando se 
adhieren a células Hep-2.20 
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Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad pero se ha caracterizado una 
fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada en el fenómeno de 
adherencia difusa.33 

En la siguiente tabla se resumen las características principales de los principales 
patotipos de E. coli. 

 

Tabla 1: Características de los grupos Diarrogénicos de Escherichia coli. (Tay 
Zavala, 2012)5 

Grupo Factores de virulencia Tipo de 
diarrea Epidemiología 

EPEC 
Adherencia localizada. 

Borrado. 
Adherencia íntima. 

Secretora. 
Distribución mundial, 

principalmente niños menores 
de 2 años. 

ETEC 
Enterotoxinas termolábil 

y/o termoestable. 
Factores antigénicos de 

colonización. 

Secretora. Mundial. 

EAEC 
Adherencia agregativa. 
Exotoxinas Pet y Pic. 

Adhesinas. 
Sideróforos. 

Persistente y 
Aguda. Mundial. 

EHEC Citotoxinas similares a 
Shiga. Inflamatoria. Mundial. 

EIEC Invasividad. Inflamatoria. Países en vía de desarrollo. 

 

En la figura 1 se resume el mecanismo de acción de los seis patotipos 
reconocidos de E. coli diarrogénica, tiene distintas características únicas en su 
interacción con las células eucariotas. Estas inducen daño celular en las 
microvellosidades de las células epiteliales mediante los diversos mecanismos de 
patogenicidad. 
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Figura 1: Esquema de patogenicidad de Escherichia coli diarrogénica24. (Kaper, 1998) 
La interacción de cada categoría con una célula típica está esquemáticamente representada en 
cada figura. a) EPEC se adhieren a enterocitos intestinales, pero destruye la arquitectura normal 
de la microvellocidad, induciendo el fenotipo característico. Alteraciones del citoesqueleto se 
acompañan de una respuesta inflamatoria y diarrea. 
1. Adherencia inicial, 2. Translocación de proteínas según el tipo de secreción III, 3. Formación de 
pedestal. b) EHEC también inducen la fijación y lesión modesta, pero en el colon. La característica 
distintiva de EHEC es la elaboración de la toxina Stx y su absorción sistémica de la cual conduce a 
complicaciones potencialmente mortales. c) Del mismo modo, ETEC se adhieren a enterocitos del 
intestino e inducen diarrea acuosa por la secreción de las enterotoxinas: LT y ST. d) EAEC se 
adhiere al epitelio intestinal en un biofilm de espesor y elabora enterotoxinas y citotoxinas 
secretoras. e) EIEC invade la célula epitelial del colon, lisa el fagosoma y se mueve a través de la 
célula por nucleación por microfilamentos de actina. f) DAEC provoca un efecto de transducción de 
señal característica en el intestino delgado y los enterocitos se manifiestan con el crecimiento de 
las proyecciones celulares largas en forma de dedo, que se envuelven alrededor de la bacteria.24 
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Caracterización Bioquímica de Escherichia coli. 

En 1905, MacConkey describió por primera vez un medio selectivo diferencial que 
el usó para aislar bacilos entéricos Gram negativos de muestras que contenían 
mezclas de especies bacterianas. En 1916 Holt-Harris y Teague diseñaron un 
medio (agar EMB) con eosina y azul de metileno como indicador para diferenciar 
entre las colonias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa. 

La identificación preliminar de Enterobacteriaceae se basa posiblemente en las 
características de las colonias y las reacciones bioquímicas en medios de 
aislamiento primarios, otras técnicas de identificación de especies requieren la 
determinación de características fenotípicas adicionales que reflejan el código 
genético y la identidad única de los microorganismos que se prueban (tabla 2).11 

Tabla 2. Resultados de pruebas bioquímicas para Escherichia coli según la 
biografía consultada. [11] 

 
Bacteria Lac Indol Gas H2S Cit RM VP Mov. Gluco Malo Phe 

Escherichia coli ± + ± - - + - + - - . 
 

**Lac: Lactosa, Glu: Glucosa, Gas: gas producido en la fermentación CO2, H2S: ácido 

sulfhídrico, Cit: Citrato de Simmons, RM: Rojo de Metilo, VP: Voges Proskauer, Mov: 

movilidad, Gluco: Gluconato, Malo: malonato, Phe: Fenilalanina.  

Sistema API 20E. 
La identificación de Enterobacteriaceae y de muchas otras familias y grupos de 
bacterias ha sido facilitada por el uso de equipos automatizados y comerciales, 
mediante los cuales los microorganismos son identificados con códigos numéricos 
asistidos por computadora (Figura 2).  

Figura 2. Sistema de numeración de la tira API 20E para la identificación de 
bacterias del genero Enterobacteriaceae. 

 

El sistema de identificación API 20E (bioMerieux Voitek, Inc., Hazelwood MO) 
determina 21 características bioquímicas (tabla 3), lo cual hace que sea un gran 
dispositivo de prueba para la identificación bioquímica que son comerciales. 
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Tabla 3. Cuadro de reacciones bioquímicas de Escherichia coli: 
Pruebas bioquímicas para Escherichia coli 

Producción de indol 98 Fermentación de L-arabinosa 99 
Rojo de Metilo 99 Fermentación de rafinosa 50 
Voges – Proskauer 0 Fermentación de L-ramnosa 80 
Citrato de Simmons 1 Fermentación de maltosa 95 
H2S 1 Fermentación de D-xilosa 95 
Hidrólisis de urea 1 Fermentación de trehalosa 98 
Fenialanina desaminasa 0 Fermentación de celobiosa 2 

Lisina descarboxilasa 90 Fermentación de a-metil-D-
glucósido 0 

Arginina dihidrolasa 17 Fermentación de eritritol 0 
Ornitina descarboxilasa 65 Hidrólisis de esculina 35 
Movilidad (36°C) 95 Fermentación de melibiosa 75 
Hidrólisis de gelatina (22°C) 0 Fermentación de D-arabinol 5 
Crecimiento en KCN 3 Fermentación de glicerol 75 
Utilización de malonato 0 Fermentación mucato 95 
D-Glucosa, ácido 100 Tartrato de Jordan 95 
D-Glucosa, gas 95 Utilización de acetato 90 
Fermentación de lactosa 95 Lipasa (aceite de maíz) 0 
Fermentación de la 
sacarosa 50 DNAsa (25°C) 0 

Fermentación de D-manitol 98 Nitrato a nitrito 100 
Fermentación del dulcitol 60 Oxidasa, Kovacs 0 
Fermentación de salicina 40 Prueba de ONPG 95 
Fermentación de adonitol 5 Pigmento amarillo 0 
Fermentación de mio-
inositol 1 Fermentación de D-manosa 98 

Fermentación de D-sorbitol 94   
Cada número da el porcentaje de reacciones positivas después de dos días de 
incubación a 36°C (a menos que se indique una temperatura diferente). 

Distribución filogenética de E. coli:  

Diferentes modelos sobre la evolución de bacterias proponen que la diversidad en 
la patogenicidad de los microorganismos, es el resultado de la adquisición de 
genes llamados de virulencia a través de la transferencia horizontal de los mismos. 
La gran diversidad de cepas patógenas en E. coli, es el resultado de la adquisición 
constante de diferentes genes que codifican para factores de virulencia, mismos 
que se encuentran presentes en plásmidos, islas de patogenicidad y en fagos, 
éstos elementos genéticos son intercambiados a una frecuencia alta entré 
diferentes cepas de bacterias, proceso que se ha definido como transferencia 
horizontal de genes.5 

Los análisis genómicos han demostrado que E. coli obtuvo al menos una parte de 
su genoma por transferencia horizontal a partir de otros organismos. Los genes 
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transferidos horizontalmente se pueden detectar con frecuencia porque tienen 
porcentajes de Guanina-Citosina (GC) significativamente diferentes o una 
distribución de codones diferente de la del organismo hospedador.1 

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE): 
Durante la última década; los métodos tradicionales como la tipificación de 
bacteriófago o serotipificación en la caracterización de cepas bacterianas se han 
complementado o sustituido en muchos laboratorios con los nuevos métodos 
moleculares.48 

La utilización de métodos de tipificación molecular se inició en 1980 con el 
desarrollo de métodos simples de aislamiento de DNA bacteriano y el uso de 
enzimas de restricción. La separación de los fragmentos generados en base al 
tamaño “Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis” (RFLP), por 
electroforesis en gel de agarosa, da lugar a patrones de restricción de DNA 
característicos para un subtipo particular. Estos métodos tienen mayor poder 
discriminatorio que los convencionales y han sido empleados con éxito en 
investigaciones epidemiológicas de brotes de enfermedades de transmisión 
Alimentaria (ETA), originados por consumo de alimentos contaminados con 
patógenos como E. coli 0157:H7, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. La 
técnica PFGE es considerada actualmente el “Gold standard” de los métodos de 
tipificación molecular.42 

PFGE  es un método que cada vez más se emplea en la caracterización de cepas 
de origen hospitalario (estudios epidemiológicos) debido a que separan largos 
fragmentos de DNA que se obtienen al digerir el DNA genómico con enzimas de 
restricción que realizan cortes poco frecuentes. Los patrones de bandas 
generados por PFGE se han usado en el análisis de innumerables 
microorganismos como Pseudomonas spp, Mycobacterium spp, Campylobacter 

spp., E. coli, entre otras; provenientes de casos aislados o brotes, para establecer 
o descartar su posible relación clonal. 39 

En 1996 se creó en EEUU la Red Nacional de Subtipificación Molecular de 
Patógenos Transmitidos por Alimentos, PulseNet, la cual emplea la técnica PFGE. 
PulseNet no es un sistema de vigilancia como tal, pero sí propone un método de 
subtipificación recomendado por el Centro de Control y Prevención de 
enfermedades, (Centers for Disease Control and Prevention o CDC) de Atlanta 
para los programas de vigilancia de las enfermedades transmitidas por alimentos 
que permite establecer a través de las bases de datos de los patrones de PFGE 
una rápida comparación entre los perfiles de DNA de los diferentes laboratorios en 
cualquiera de las redes, logrando identificar los grupos clonales asociados con 
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brotes a nivel local, nacional y regional. PulseNet cuenta con redes en EEUU, 
Canadá, Europa, Asia y América Latina.41 

La PFGE ha demostrado ser una técnica altamente discriminatoria y por esto es 
utilizada en estudios epidemiológicos de brotes causados por microorganismos. La 
técnica se ha empleado para reconocer brotes de infección, detectar transmisión 
cruzada de patógenos nosocomiales, identificar la fuente de infección, reconocer 
las cepas particularmente virulentas y para el seguimiento de los programas de 
vacunación entre otros. Mediante el análisis de los patrones de PFGE, ya sea de 
manera visual o utilizando un software, se han podido determinar las similitudes 
genéticas entre los aislamientos, lo que permite inferir si dos aislamientos 
aparentemente no relacionados tienen la misma procedencia evolutiva.57 

La caracterización de cepas para el control de infecciones se basa en varios 
supuestos para su caracterización.48 

1. Los aislamientos representan el mismo precursor en el brote 
epidemiológico. 

2. Las cepas tienen el mismo genotipo. 
3. Los aislamientos están no relacionados epidemiológicamente y tienen 

distinto genotipo. 
 

Las enzimas de restricción que han demostrado ser útiles para el análisis de 
PFGE para Escherichia coli se enumeran en la tabla 4, y se indica el número de 
fragmentos típicamente resueltos. 

Tabla 4. Enzimas de restricción usadas para E. coli.48 
Microorganismo Enzima de 

restricción 
Numero de 
fragmentos 
aproximados 

Rango en 
tamaños de  
fragmentos (kb) 

Escherichia coli Xba I Aprox. 20 10-500 
Escherichia coli Not I 12-15 10-1000 
Escherichia coli Sfi I 15-20 10-700 
 

El DNA de Salmonella entérica serovar. Branderup, digerida con XbaI, es usada 

como el estándar universal de peso molecular para normalizar los patrones de 

bandas del PFGE en una base de datos de patógenos bacterianos, tales como 

Salmonella y E. coli.58 
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Antecedentes importantes para el desarrollo del presente trabajo 
En un estudio previo, realizado por el Dr. Alejandro Cravioto en una zona rural de 
México; ubicada en el estado de Morelos denominada Tierra Blanca; se estudió a 
un grupo de niños nacidos entre agosto de 1985 y febrero de 1987. El objetivo 
principal del estudio fue determinar la colonización del intestino por virus, bacterias 
y parásitos patógenos durante los primeros dos años de vida, así como en los 
episodios de diarrea. 43 

En México, Cravioto determino que las cepas de ETEC eran el grupo de bacterias 
de origen intestinal que se aislaban con mayor frecuencia durante los primeros 
años de vida.5 

Se reportó que existía una estrecha asociación entre el aislamiento de cepas 
EAEC y la presencia de diarrea persistente en niños de 2 años o menos.5 

Estudios epidemiológicos realizados en México por Cravioto, muestran que las 
cepas EIEC son poco frecuentes como agentes causales de diarrea, 
identificándose preferentemente después del sexto mes de vida.5 

Durante el tiempo de estudio se tomaron muestras de heces cada 7 días para sus 
cultivos, aumentando su frecuencia a diario, cada vez que el niño tenía un 
episodio de diarrea.43,45 De cada cultivo, se seleccionaron varias colonias 
fermentadoras de lactosa y todas las colonias que no fermentaban lactosa, las 
cuales fueron trabajadas por separado haciéndoles pruebas bioquímicas hasta su 
identificación. En ese entonces todos los aislamientos perfectamente 
caracterizados e identificados y los aislamientos con bioquímicas atípicas fueron 
almacenados en tubos con agar inclinado a temperatura ambiente.  

En el presente estudio se seleccionaron dos niños: el primero, que durante el 
primer mes no presentó episodios diarreicos, por lo que sus condiciones de salud 
eran buenas; y el segundo, que presentó escasos episodios diarreicos durante su 
primer mes de vida; todas las cepas aisladas fueron caracterizadas para 
determinar si hubo diferencias entre las cepas comensales y aquellas que son 
definidas como patógenas y causan un episodio diarreico.  
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Objetivo General 
Determinar la multi-colonización de cepas de E. coli en el intestino de neonatos 

por medio de su perfil cromosómico, utilizando la técnica de electroforesis en gel 

de campos pulsados. 

Objetivos Particulares 
 Estandarizar la técnica de Campos Pulsados en cepas de E. coli 

 Determinar los diferentes genotipos de las cepas de E. coli por la técnica de 

Campos Pulsados 

 Determinar la clonalidad o grupos clonales de las cepas de Escherichia coli 

aisladas de dos neonatos, con base en el análisis de sus perfiles 

cromosómicos. 
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Hipótesis 
La colonización de un neonato inicia inmediatamente después de su nacimiento y 

ésta va aumentando y estableciéndose conforme el tiempo, se sabe que las cepas 

de Escherichia coli del intestino son subpoblaciones que guardan una cierta 

relación clonal, las cuales comparten características fenotípicas y genéticas. Sin 

embargo, en procesos diarreicos asociados a cepas de E. coli se espera que el 

niño adquiera por medio de alimentos o agua contaminada cepas de algún 

patotipo de E. coli como ETEC, EPEC u otro, que presente características 

fenotípicas y genéticas diferentes a las subpoblaciones de E. coli consideradas 

comensales.   

La caracterización genética con base a los perfiles de restricción del cromosoma 

(utilizando la técnica de electroforesis de campos pulsados) de un grupo de cepas 

de E. coli aisladas durante el primer mes de vida de un neonato, nos permitirá 

establecer si existe relación clonal entre ellas y que la presencia de un perfil 

completamente diferente se asocia a la presencia de una cepa de E. coli 

caracterizada como patógena, lo cual nos permitirá suponer que es una cepa 

independiente a las previas que colonizan el intestino del niño, adquirida a través 

de una fuente de transmisión y la responsable de un evento diarreico.  
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Metodología 

Aislamiento e identificación de cepas de Escherichia coli 

Se trabajó con 45 cepas de E. coli aisladas de heces durante el primer mes de 

vida de dos neonatos. La colección de cepas se encontraba guardada en medio 

de conservación en el cepario propiedad de la Facultad de Medicina de la UNAM, 

ubicado en el laboratorio de Referencia de Patógenos Entéricos, ubicado en el 

tercer piso de la torre de Investigación de la Facultad de Medicina; a cargo del Dr. 

Armando Navarro. 

Las cepas corresponden al primer mes de vida de dos neonatos: 22 cepas fueron 

aisladas del niño uno (sin episodio de diarrea) y 23 cepas del niño dos que 

presentó un episodio diarreico a los 15 días de nacido en el cual se aislaron seis 

cepas durante este episodio diarreico. 

Del niño uno se realizaron dos coprocultivos, el primero a los dos días de nacido, 

obteniendo 3 cepas de E. coli; el segundo al mes de nacido, obteniendo 19 cepas 

para trabajar. 

Del segundo niño se realizaron tres coprocultivos: el primero, al primer día de 

nacido y se obtuvieron diez cepas; el segundo se realizó a los 15 días de nacido, 

que fue cuando presentó el episodio diarreico aislando seis cepas; y el tercero a 

los 29 días de nacido sin episodio de diarrea, obteniendo siete cepas. 

Las cepas fueron recuperadas en cajas de Agar Sangre (AS) y Agar MacConkey 

(McK) por la técnica de cuadrante radial o agotamiento, para comprobar la 

viabilidad y pureza de la cepa.  

Una vez que se realizó la siembra y se observó el crecimiento, se seleccionó una 

colonia completamente aislada y se transfirió a dos tubos con Agar gelosa 

especial, y a un vial que se empleó para mantener una copia de trabajo y el otro 

para guardarla nuevamente en el cepario. 

En algunos casos, a partir del primer aislamiento se observaron distintas 

morfologías coloniales en ambas cajas de cultivo; por lo cual se seleccionaron los 
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distintos tipos de colonia para ser trabajadas individualmente, en estos casos se 

rotularon las cepas conservando la clasificación original agregando solo un orden 

numérico. 

Posteriormente, se sembraron las pruebas bioquímicas del tubo de conservación 

para corroborar que las cepas aisladas correspondían al género y especie E. coli. 

Debido a que algunas de las cepas presentaron resultados diferentes o dudosos 

con algunos marcadores bioquímicos,  que no concordaron con las pruebas 

bioquímicas ideales se procedió  a realizar pruebas bioquímicas completas con el 

sistema API 20E.  

Las pruebas bioquímicas se realizaron de acuerdo a lo establecido en el libro 

“Pruebas bioquímicas para la identificación de bacterias de importancia clínica de 

Jean. F. MacFaddin (2003); las pruebas aplicadas fueron: 

 Agar SIM  Prueba RM-VP  Prueba Malonato- 

Fenilalanina 

 Agar Hierro de Kligler  Prueba de Gluconato  Agar Citrato de 

Simmons 

 

Una vez corroborado la identificación de E. coli, se procedió a realizar la PFGE. 

Protocolo de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) 
para bacterias patógenas.9 

 

La técnica de PFGE fue modificada de acuerdo a lo descrito en el CDC, esta se 

lleva a cabo por etapas:  

Formación de bloques de agarosa de PFGE 
Se inoculó la cepa de E. coli en un tubo con caldo Luria, y se incubo de 14-18 
horas a 37°C con agitación a 150 rpm. 

Posteriormente el crecimiento bacteriano obtenido en el caldo luria se centrifugo a 
13000 rpm por 2 min en micro tubos, para obtener la pastilla de las células 
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bacterianas. Una vez obtenido el precipitado bacteriano, este fue re suspendido 
con Buffer PIV, con la finalidad de efectuar los lavados de estas células.  

Se ajustó la densidad óptica del crecimiento bacteriano a 5 (5 O. D.), el cual fue 
embebido en bloques de agarosa. 

NOTA: La explicación del ajuste de densidad óptica así como la preparación de los 
reactivos utilizados se describe en el apéndice 3. 

Lisis celular en bloques de agarosa. 
Los paquetes bacterianos embebidos en bloques de agarosa fueron depositados 
en un tubo Falcón de 15mL, se agregó a cada tubo buffer EC de Lisis y se 
colocaron en Baño María a 37°C por 3 horas para dejar actuar la lisozima junto 
con el EDTA, este último paso de lisis es con la finalidad de provocar el 
rompimiento de la envoltura bacteriana y recuperar el DNA bacteriano integro 
dentro del bloque de agarosa.  

Desproteinización de bloques de agarosa 
Para la desproteinización se agregó solución de Buffer ES/ Proteinasa K (50µL), a 
cada tubo Falcon conteniendo los bloques de agarosa con el DNA desnudo, 
incubándolos a 52°C por un día. 

Esto se lleva a cabo una segunda vez. 

Lavados de bloques de agarosa con Buffer TE. 
Se retiró del baño María los tubos Falcon con los bloques de agarosa y DNA, se 

desechó la solución de desproteinización; y se agregó buffer TE, los tubos Falcon 

fueron colocados sobre la plataforma de un agitador horizontal a una velocidad 

baja, por una hora, el buffer TE se cambió cada hora, hasta cumplir con los 9 

lavados. Al termino de los lavados, los tubos Falcon con los bloques de agarosa 

conteniendo el DNA fueron almacenados con buffer TE en refrigeración (4°C), 

donde permanecieron hasta la restricción del DNA.  

Restricción del DNA bacteriano en los bloques de agarosa con la 
enzima de restricción XbaI. 

Los bloques de agarosa con el DNA desnudo fueron extraídos del tubo Falcon con 

ayuda de una asa bacteriológica, cada bloque fue cortado transversalmente con 
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ayuda de un cubre objetos desinfectado, tomando aproximadamente un 1/3 de su 

tamaño, el fragmento fue colocado en un micro tubo, donde se agregó una 

solución de buffer H en proporción 1:10 con agua desionizada (para PCR); los 

micro tubos con el fragmento fueron colocados en baño María a 37°C por 30 

minutos. 

Después de la incubación, se removió el buffer H cuya concentración es 0.1X; 

agregando nuevamente buffer H fresco en solución 0.1X donde se adicionó 30 

unidades de la enzima de restricción XbaI. Los micro tubos  fueron incubados en 

un baño María a 37°C toda la noche, para dejar que la enzima actuara. 

Elaboración del gel de agarosa para el corrimiento electroforético. 
Se pesó 1 g de SeaKem® Gold agarosa en un frasco con rosca y se agregó 

100mL de buffer TBE 0.5x, la agarosa fue fundida en un horno de microondas. 

Cada bloque de agarosa  con el DNA desnudo de las cepas fue colocado en la 

punta del diente del peine (colocando el control de Salmonella Braenderup 

[preparado de igual manera en bloques de agarosa que las cepas a trabajar], en 

los dientes 1, 5, 10 y 15). El peine con los bloques en las puntas fue colocado en 

la charola y embebido con la agarosa fundida, se permitió que la agarosa 

solidificara y se retiró el peine, se agregó una capa delgada de agarosa fundida 

sobre el gel formado para sellar los pozos.  

La charola con el gel conteniendo los bloques de agarosa y el DNA fue colocada 

en la cámara de electroforesis, se agregó en la cámara 2.3 L de buffer TBE 0.5x; 

el módulo de refrigeración del equipo “CHEF MAPPER” (Bio-Rad) fue encendido 

para que el buffer se enfriara a 12°C.  

Condiciones de la electroforesis: 
Para llevar a cabo la electroforesis de campos pulsados se utilizó el equipo CHEF 

MAPPER de la empresa Bio-Rad, utilizando el programa con las siguientes 

condiciones: 
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Tabla 5. Condiciones de electroforesis. 

 (Switch) 
Corriente inicial 

 2.16s 

 (Switch) 
Corriente final 

54.17s 

Tiempo 18 horas 

Volts 
30 kb low MW 

600 kb MW 

Temperatura 12±2°C 

 

Teñido del gel de PFGE y captura de imagen. 
Después de transcurridas 18 horas de corrida se retiró el gel del equipo y fue 

colocado en un contenedor con 300mL de buffer TE o agua des ionizada agregando 

100µL de una solución de bromuro de etidio (1mg/mL) para su tinción, manteniendo el gel 

en agitación a 100 rpm por 30 minutos. 

Transcurrido el tiempo de tinción el gel fue retirado del bromuro de etidio y fue 

observado bajo luz UV, el gel fue envuelto en papel aluminio y almacenado por 24 

horas para posteriormente tomarse una fotografía en un equipo de procesador de 

imágenes con el programa KODAK Sistema de lógica para Gel 100 (Gel Logic 100 

System).  

Para el análisis de los perfiles de restricción de los cromosomas de las cepas 

obtenidos con la enzima XbaI, se utilizó el Sofware Bio-Numerics versión 6.0 

analizando la agrupación con la matriz UPGMA y el coeficiente de similitud con el 

algoritmo DICE.   
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Resultados 
Las 45 cepas (22 del niño uno y 23 del niño dos) con las que se trabajó fueron 

sembradas en Agar Sangre y Agar MacConKey  para corroborar su pureza, así 

como para reactivar su metabolismo de las condiciones de estrés en las que se 

tenían. 

Del agar MacConkey se obtuvieron principalmente las siguientes morfologías: 

 Colonias puntiformes, con borde entero, elevación convexa, textura viscosa, 
color rosa. 

 Colonias circulares, con borde entero, elevación convexa, textura viscosa, 
color rosa. 

 

Las pruebas bioquímicas fueron inoculadas con colonias únicas de las diferentes 
morfologías. Los perfiles bioquímicos que presentaron las 45 cepas se pueden 
observar en la tabla 6. 

Una vez analizadas las pruebas bioquímicas, se encontraron irregularidades en 
algunas pruebas para el patrón de E. coli; 7 pruebas positivas a Citrato y una 
prueba positiva a Gluconato, por lo cual se tomaron estas 7 cepas y se inocularon 
en la tira API 20E, corroborando que se trataba de E. coli. 

Los resultados obtenidos se muestran en la figura numero 2; en los 8 casos se 
obtuvo el mismo código. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabla 6. Resultado de Pruebas bioquímicas a cepas en estudio 
Prueba 

Bioquími
ca. 

Kligler (KIA) Citrato 
de 

Simmons 
Rojo de 
metilo 

Voges 
Proskauer Gluconato Malonato

/ Phe 
SIM 

Interpretación 
Cepa: Lactosa Glucosa H2S Gas H2S Indol Movilidad 

29093 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29094 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29095 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29679 + + - + - + - + -  /  - - + + Escherichia coli 

29680 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29682 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29682/1 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29683 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29685 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29685/1 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29685/2 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29686 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29686/1 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29687 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29687/1 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29688 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29689 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29691 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29691/1 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29692 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29693 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29694 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29429 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

 



 

Tabla 6 (Continuación). Resultado de Pruebas bioquímicas a cepas en estudio 
Prueba 

Bioquími
ca. 

Kligler (KIA) Citrato 
de 

Simmons 
Rojo de 
metilo 

Voges 
Proskauer Gluconato Malonato

/ Phe 
SIM 

Interpretación 
Cepa: Lactosa Glucosa H2S Gas H2S Indol Movilidad 

29429/1 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29430 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29430/1 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29432 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29433 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29434 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29435 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29436 + + - - - + - - -  /  - - + - Escherichia coli 

294336/1 + + - - - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29726 + + - + + + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29727 + + - + + + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29728 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29729 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29730 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

29731 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

30035 - + - + + + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

30036 + + - + + + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

30037 + + - + + + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

30038 + + - - + + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

30039 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

30040 + + - + + + - - -  /  - - + + Escherichia coli 

30041 + + - + - + - - -  /  - - + + Escherichia coli 
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Figura 3: Lectura de tira API 20E. 

 

Una vez que se tenían las 45 cepas identificadas como E. coli se procedió a 
realizar la técnica de PFGE utilizando las cepas aisladas de dos niños. El niño 
control y el niño que presentó un episodio diarreico. 

La estandarización de la técnica de campos pulsados para las cepas consideradas 
como E. coli comensal de este estudio fue necesaria, ya que empleándola como 
estaba originalmente descrita se presentaron algunos problemas técnicos, por 
ejemplo, el DNA obtenido en los bloques de agarosa se degradaba.  Se cambió 
del buffer de la suspensión celular, CSB por PIV (que difiere en su composición 
por tener cloruro de sodio en lugar de EDTA). Se modificó el paso de lisis 
agregando una solución de desoxicolato de sodio y lisozima en lugar de α- sarkosil 
para efectuar este paso y poder lograr romper la pared celular de la bacteria; el 
desoxicolato de sodio ayuda al aislamiento de proteínas asociadas a la pared 
celular, además de RNasa; que ayuda a la purificación del DNA. Así mismo, se 
probó distinta concentración de enzima XbaI (enzima estandarizada por la red de 
PulsNet)9 y se modificó el tamaño del bloque de agarosa para la restricción; 
observándose que un 1/3 de bloque de agarosa tenía una concentración de DNA 
adecuada para que con 35 unidades de enzima se realizará una restricción 
completa del DNA.  

La corrida de PFGE se realizó con las condiciones similares a las descritas en 
PulsNet; excepto por la temperatura de corrida9. Estas están presentes en el 
apéndice 3. 

Los Dendrogramas obtenidos por PFGE se muestran en las Figura 4 y Figura 5, a 
continuación. 

Escherichia coli 1 

5 1 5 6 4 5 7 7 2 

Citrato + 2 0 1 2    0 9    2 5 



 

Figura 4: Dendograma de niño control. 
Figura 4. Perfiles cromosómicos de 21 cepas de Escherichia coli obtenidos con la enzima XbaI. Se muestra el dendograma construido el algoritmos de 

coeficiente de similitud de DICE y el programa de agrupamiento UPGMA de 21 cepas aisladas de un niño sin diarrea en su primer mes de vida. Se aprecian 

claramente la agrupación de las cepas en tres cladas principales. 

Clada A 

Clada B 

Clada C 



 

Figura 5: Dendograma de niño con episodio de diarrea. 

Figura 5. Perfiles cromosómicos de 23 cepas de Escherichia coli obtenidos con la enzima XbaI. Se muestra el dendograma construido con el algoritmos de 

coeficiente de similitud de DICE y el programa de agrupamiento UPGMA de 23 cepas aisladas de un niño que presentó un episodio de diarrea durante su 

primer mes de vida. En este dendograma no se puede ver un agrupamiento de cladas, pues tienen muy diferente perfil cromosómico. 
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Análisis de resultados 
Para la realización de este estudio se caracterizaron  fenotípica y genotípicamente 
cepas de E. coli aisladas del intestino de dos neonatos incluidos en un estudio 
previo realizado por el Dr. A. Cravioto. 

Del niño control, solo se aislaron 3 colonias de E. coli a partir de la primera 
muestra de heces durante el segundo día de nacido (11-09-1985). La 
caracterización de los perfiles cromosómicos de las cepas por PFGE mostró tres 
tipos diferentes de patrones, dos de ellos estrechamente relacionados con una 
identidad de 95.7% que al parecer nos habla de que son subclonas y el otro 
completamente diferente, mostrándonos que el pequeño ya tenía tres cepas 
diferentes de E. coli a los dos días de nacido (Figura 4). Al mes de nacido (12-10-
1985) se aislaron 18 cepas, el análisis de los perfiles cromosómicos de las cepas 
mostró que hubo una mayor diversidad en los patrones de restricción, 
observándose hasta 6 subtipos, compartiendo entre si un número significativo de 
bandas lo que sugiere que son derivadas de un ancestro común (Figura 4). La 
construcción del dendograma utilizando el programa Bio-numerics con los 
patrones de restricción de las 21 cepas aisladas en ambos periodos de tiempo, 
muestra que las cepas se agruparon en tres (A, B y C) principales ramas: La rama 
A comprende 11 cepas aisladas en su mayoría al mes de nacido y solo una de la 
primera muestra (11-09-1985); mientras que en la rama B y C se agruparon 4 
cepas (29689, 29691, 29691/1, 29693) respectivamente que muestran ser 
subclonas derivadas de dos cepa en común. Además, entre las cepas agrupadas 
en la rama B y C hay dos cepas (29687 y 29680) que presentan perfiles únicos, 
mostrando ser aislamientos completamente independientes. En general, podemos 
apreciar en el dendograma que hasta el mes de edad se detectaron solo 5 tipos de 
cepas de E. coli colonizando el intestino del niño sin diarrea, las cuales guardan 
alguna relación clonal entre ellas.   

Las cepas de la rama A, comparten entre sí un perfil cromosómico de 15 a 18 
bandas; con un porcentaje de similitud entre ellas de 85.9% a 97%. La diferencia 
está entre una hasta tres bandas en los perfiles cromosómicos de las cepas, que 
según los criterios de Tenover48 indican que son cepas con una relación clonal 
estrecha y la diferencia entre el número de bandas puede ocurrir  por cambios en 
la secuencia de nucleótidos del cromosoma, resultado de un suceso genético 
único como una mutación puntual en la secuencia de nucleótidos que reconoce la 
enzima de restricción y por lo tanto se modifique el número de cortes en el 
cromosoma, o bien por inserciones de fragmentos de DNA o deleciones de base 
en la secuencia del DNA.  
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Las cepas que se agrupan en la rama B presentan un porcentaje de similitud entre 
ellas del 82 al 94% y las cepas de la rama C de 95.7%, en este último grupo se 
encuentran cepas aisladas del día 11-09-1985 y cepas aisladas un mes después 
(12-10-85), el alto porcentaje de similitud entre estas cepas nos sugiere 
fuertemente que han permanecido colonizando el intestino del niño sin sufrir algún 
evento genético que modifique el tamaño del cromosoma, por lo menos durante el 
primer mes de vida del niño. Será de gran interés y utilidad determinar por cuanto 
tiempo estas cepas permanecen sin cambios genéticos aparentes. 

El análisis de los patrones cromosómicos de las cepas aisladas del segundo niño 
(Figura 5), muestra que los aislamientos hechos en el segundo día de nacido (02-
10-85) son de dos tipos; de las 10 cepas aisladas 9 tienen relación clonal con una 
similitud del 85.6%. Sin embargo, esta relación clonal se pierde a partir del día 16-
10-85, cuando 14 días después el niño presentó un cuadro diarreico, los 6 
aislamientos de E. coli que se hicieron mostraron patrones de restricción 
completamente diferentes entre ellos y a las cepas del día 2-10-85; la diferencia 
tan marcada entre los perfiles de restricción entre ambos grupos de cepas sugiere 
que las cepas del día 16-10-85 fueron adquiridas del exterior y son probablemente 
la causa de la diarrea, ya que no presentan relación clonal con las cepas 
detectadas en los primeros días de colonización (segundo día del nacimiento). 
Como consecuencia las cepas aisladas el día 30-10-85 presentan perfiles 
diferentes, muy probablemente por un proceso de recombinación entre las 
poblaciones existentes en el intestino, lo que aumenta la variabilidad cromosómica 
entre las cepas observada en todos estos patrones. 

La cepa de referencia que fue tomada fue la Salmonella Braenderup, la cual al 
someterse a restricción por la enzima XbaI muestra un perfil cromosómico de 15 
patrones de bandas, separadas entre si. 

La cepa de Salmonella serotipo Braenderup H9812 fue seleccionada deacuerdo a 
los criterios establecidos en la red de PulseNet9; pues al ser4 digerida con la 
enzima de restricción XbaI, tiene 18 bandas lo cual es un número optimo ya que 
están distribuidas en una amplia gama de tamaños. Esta cepa ayudo a normalizar 
la variación en la migración del gel y determinar con precisión el tamaño de las 
bandas de las muestras (de 20.5 a 1 135 Kb). 
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Discusión de los resultados: 
La estandarización de la técnica de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados 
(PFGE) para cepas de Escherichia coli fue llevada a cabo siguiendo la 
metodología descrita por la red de PulseNet®9, con algunas modificaciones (para 
detalles ver apéndice).    

La Electroforesis de Campos pulsados (PFGE) es una técnica que permite la 
separación de fragmentos de DNA de alto peso molecular (10 Kb a 10 Mb) y tiene 
varias utilidades. En el campo de la investigación nos permite caracterizar a un 
microorganismo con base a su perfil de restricción; nos permite determinar el 
tamaño aproximado de un cromosoma; acompañado de otras técnicas como 
protocolos de hibridación con genes marcadores, nos sugiere la organización 
cromosómica de una cepa con respecto a un patrón cromosómico conocido. En el 
campo de la Epidemiología nos permite descartar o confirmar a un 
microorganismo o grupo de microorganismos como responsable (s) de brotes de 
origen clonal, dentro de un hospital, una región geográfica (epidemia), o 
continente. La determinación de clones de las bacterias involucradas en un brote 
es importante desde el punto de vista epidemiológico, pues permite la detección 
de fuentes de infección, y establecer la relación entre casos clínicos para de esta 
manera, controlar nuevos brotes epidemiológicos; así como conocer la evolución 
en dichos nichos bacterianos. 

La transferencia horizontal de genes y la reducción de genes representan dos 
mecanismos que contribuyen a la evolución de los genomas en procariotas Por lo 
tanto, la adquisición de plásmidos y fagos, así como regiones grandes de ADN 
llamadas "islas genómicas," juegan un papel importante en el desarrollo de nuevas 
especies, subespecies, y patotipos.  E. coli representa un excelente modelo para 
estudiar la evolución de los genomas en procariotas a detalle pues es un ejemplo 
ideal para estos estudios, debido a los numerosos ecotipos, adaptados a los 
intestinos de humanos y diversos animales. 

El empleo de esta técnica en la caracterización de cepas de E. coli aisladas de 
dos niños, nos permitió determinar la relación clonal entre las cepas, además, 
determinamos el número de cepas que iniciaron la colonización en los primeros 
días de nacidos y se pudo discriminar de acuerdo a los patrones si persistió la 
colonización por las mismas cepas hasta un mes después.   

La zona de estudio es un pueblo del estado de Morelos; por lo cual las 
condiciones de higiene en la comunidad pueden afectar la colonización del 
intestino de los bebes, al contraer diferentes tipos de bacterias ambientales o 
patógenas se va a favorecer la recombinación homologa entre fragmentos de DNA 
donde intervienen diferentes moléculas de DNA o se va a ver favorecido la 
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transferencia horizontal de genes entre bacterias, que va a contribuir a una mayor 
diversidad genética entre las bacterias que se encuentran presentes en 
particulares nichos, como lo podemos apreciar entre las cepas que colonizaron al 
niño 2. 

La determinación de los clones de las bacterias involucradas en un brote es 
importante desde el punto de vista epidemiológico, pues permite la detección de la 
fuente de infección, establecer la relación entre casos clínicos y con estos 
resultados tomar medidas que eviten la dispersión de los patógenos y, de esta 
manera, controlar nuevos brotes. 
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Conclusiones 
 

Se logró la estandarización de la técnica de tipificación por electroforesis en gel de 
campos pulsados (PFGE) para cepas de Escherichia coli aisladas del intestino de 
Dos neonatos, así como la caracterización fenotípica y genotípica de dichas cepas 
determinando si existe relación clonal entre ellas con ayuda de la enzima XbaI por 
PFGE.  

Esa técnica nos permitió discriminar con base a los perfiles de restricción 
cromosómica las cepas comensales que iniciaron la colonización del intestino y las 
cepas que fueron adquiridas posteriormente (muy probablemente del ambiente) y 
como en la última cepa hubo una mayor diversidad genética.  

La colonización del intestino del niño control fue llevada a cabo por tres principales 
grupos de E. coli comensal; los cuales perduraron a lo largo de un mes. 

La colonización del intestino del niño con diarrea fue muy variado; no se observó 
un perfil cromosómico similar al de las cepas de E. coli comensales encontradas al 
segundo día de nacido; por lo cual su colonización fue guiada por otro tipo de 
poblaciones con distinto genoma a las primeras comensales. 
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Apéndice 1: preparación de medios de cultivo. 
Los medios de cultivo para el aislamiento y conservación de las cepas de 
Escherichia coli se realizaron de acuerdo a lo descrito por el proveedor de cada 
medio de cultivo deshidratado. 

 Agar sangre:  
Composición: 

Infusión de Músculo de Corazón 2.0g 

Extracto de Levadura 5.0g 

Cloruro de Sodio 5.0g 

Agar Bacteriológico 15.0g 

Digerido Pancreático de Caseína 13.0g 

pH 7.3 ± 0.2 

Proveedor: BD Bioxon®. 

a. Suspender 40 g de polvo en un litro de agua destilada; calentar hasta que 

hierva para poder disolver la agarosa. 

b. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 

c. Para la preparación de placas con sangre, enfriar la base a 45-50°C y adicionar 

5% de sangre estéril desfibrinada. 

d. Vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar. Conservar a 4° C. 

 
 Agar MacConkey 

Composición: 

Digerido Pancreático de Gelatina 17.0g 

Digerido Pancreático de Caseína 1.5g 

Digerido Péptico de Tejido Animal 1.5g 

Sales Biliares 1.5g 

Cloruro de Sodio 5.0g 

Cristal Violeta 0.001g 

Lactosa 10.0g 
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Agar Bacteriológico 13.5g 

Rojo Neutro 0.03g 

pH 7.1 ± 0.2 

Proveedor: BD Bioxon®. 

a. Suspender 50 g de polvo en un litro de agua destilada; calentar hasta que 

hierva para poder disolver la agarosa. 

b. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 

c. Vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar. Conservar a 4° C. 

 

 Agar Gelosa Especial 
Composición: 

Base Agar Sangre 20g 

Agar bacteriológico 15g 

Extracto de carne 1.5 

pH 7.2 

a. Suspender en un litro de agua destilada; y ajustar el pH del medio. 

b. Calentar hasta que hierva para poder disolver la agarosa. 

c. Vaciar 4mL para vial o tubo. 

d. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 

e. Inclinar el vial o tubo y dejar que solidifique el agar, guardar en el 

refrigerador a 4ªC hasta su uso. 

 

 Caldo Luria: Luria Broth Base 
Proveedor: BD Difco®. 

a. Suspender 25g en 1 litro de agua destilada. 

b. Vaciar 4mL para vial o tubo. 

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 
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d. Inclinar el vial o tubo y dejar que solidifique el agar, guardar en el 

refrigerador a 4ªC hasta su uso. 

Medios de cultivo para las pruebas bioquímicas, así como reactivos utilizados para 
su lectura. 

 Agar Hierro de Kligler 
Composición: 

Extracto de carne 3.0 g/L 

Extracto de levadura 3.0 g/L 

Peptona de caseína 15.0 g/L 

Peptona de carne 5.0 g/L 

Lactosa 10.0 g/L 

D (+) Glucosa 1.0 g/L 

Citrato de Amonio y Hierro III 0.5 g/L 

Cloruro de Sodio 5.0 g/L 

Tiosulfato de Sodio 0.5 g/L 

Rojo de Fenol 0.024 g/L 

Agar 12.0 g/L 

pH 7.4 ± 0.1 

Proveedor: DIBICO®. 

a. Suspender 55g en un litro de agua destilada; calentar hasta que hierva para 

poder disolver la agarosa. 

b. Vaciar 4mL para cada tubo de 13x 100. 

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en el refrigerador a 

4ªC hasta su uso. 
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 Agar SIM 
Composición: 

Peptona de caseína 20g/L 

Peptona de carne 6.6g/L 

Citrato de Amonio y Hierro III 0.2 g/L 

Tiosulfato de sodio 0.2 g/L 

Agar 3.0 g/L 

pH 7.3 ± 0.1 

Proveedor: BD Bioxon®. 

a. Suspender 30g en un litro de agua destilada; calentar hasta que hierva 

para poder disolver la agarosa. 

b. Vaciar 3mL para cada tubo de 13x 100. 

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 

d. Dejar que solidifique el agar, guardar en el refrigerador a 4ªC hasta su 

uso. 

 

 Agar Citrato de Simmons 
Composición: 

Fosfato Dihidrogenado de Amonio 1.0 g/L 

Fosfato Dipotásico 1.0 g/L 

Cloruro de Sodio 5.0 g/L 

Citrato de Sodio 2.0 g/L 

Sulfato de Magnesio 0.20 g/L 

Agar 15.0 g/L 

Azul de Bromotimol 0.08 g/L 

pH 6.9 ± 0.1 

Proveedor: BD Difco®. 
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a. Suspender 55g en un litro de agua destilada; calentar hasta que hierva para 

poder disolver la agarosa. 

b. Vaciar 4mL para cada tubo de 13x 100. 

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en el refrigerador a 

4ªC hasta su uso. 

 

 Prueba RM-VP 
Composición: 

Polipeptona o peptona tamponada 7.0 g/L 

Dextrosa (Glucosa) 5.0 g/L 

Buffer fosfato dipotásico 5.0 g/L 

pH 6.9 ± 0.1 

Proveedor: BD Bioxon®. 

a. Suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio. 

b. Vaciar 4mL para cada tubo. 

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 

d. Dejar en el refrigerador a 4ªC hasta su uso. 

 

 Prueba de Gluconato 
Composición: 

Peptona 1.5 g/L 

Extracto de levadura 1.0 g/L 

Fosfato de potasio 1.0 g/L 

Gluconato de potasio 40.0 g/L 

pH 7.0 ± 0.1 

e. Suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio. 

f. Vaciar 2mL para cada tubo. 
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g. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 

h. Dejar en el refrigerador a 4ªC hasta su uso. 

 
 Prueba de Malonato- Fenilalanina 

Caldo para Malonato con Fenilalanina, que es el medio de Shaw y Clarke. 
Composición: 

Malonato de sodio 3.0 g/L 

DL-fenilalanina 2.0 g/L 

Cloruro de sodio 2.0 g/L 

Sulfato de Amonio 2.0 g/L 

Extracto de levadura 1.0 g/L 

Fosfato dipotásico 0.6 g/L 

Fosfato monopotásico 0.4 g/L 

Glucosa (dextrosa) 0.25 g/L 

Azul de bromotimol 0.025 g/L 

pH 6,7 ± 0.2 

Proveedor: BD Difco®. 

a. Suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio. 

b. Vaciar 3mL para cada tubo. 

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 lb. 

d. Dejar en el refrigerador a 4ªC hasta su uso. 

 

 

 

 

 

 



 

54 

Apéndice 2: preparación de soluciones para PFGE. 
 
Las soluciones fueron preparadas por lo descrito en la CDC, para la técnica de 
PFGE (Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli no-O157 (STEC), Salmonella 
spp., Shigella sonnei y Shigella flexneri; así como Clostridium botulinum). 
 

 Tris HCl pH 7.5 y pH 8 
Composición: 

Tris Base 121.1g 

Agua 800mL 

d. Solubilizar en agua destilada. 

e. Ajustar el pH deseado con HCl. 

f. Llevar al aforo a 1000 mL. 

g. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 

 

 EDTA 0.5M  pH 8 
Composición: 

EDTA 186.1g 

Agua 800mL 

a. Solubilizar en agua destilada. 

b. Ajustar el pH deseado con NaOH. 

c. Llevar al aforo a 1000 mL. 

d. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 

 

 Buffer PIV 
Composición: 

NaCl 29.22 g 

Tris HCl pH 8  5mL 

a. Solubilizar en agua destilada. 

b. Llevar al aforo a 500 mL. 

c. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 
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 Agarosa para bloques 
Composición: 

Agarosa SeaPlaque GTG 0.075g 

Buffer PIV 5mL 

a. Solubilizar la agarosa calentando directamente en mechero.  

 

 EC 
Composición: 

Tris HCl pH 8   5mL 

NaCl 29.2g 

EDTA 0.5M pH 8 100mL 

Desoxicolato de Sodio 1g 

Laurilsarcosilato de Sodio 2.5g 

a. Solubilizar en agua destilada. 

b. Llevar al aforo a 500 mL. 

c. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 

 

 EC lisis 
Composición: 

EC 2mL/cepa 

RNasa (10mg/mL) 10µL/cepa 

Lisozima (10mg/mL) 20µL/cepa 
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 ES 
Composición: 

EDTA 93.1 g 

Agua bidestilada 400mL 

a. Solubilizar en agua destilada. 

b. Ajustar el pH de 9 con NaOH. 

c. Agregar 0.5g de Sarcosil. 

d. Llevar al aforo a 500 mL. 

e. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 

 

 ESP 
 

Composición: 

ES 2mL/cepa 

Proteinasa k 50µL/cepa 

 

 TE 
Composición: 

Tris HCl pb 7.5   10mL 

EDTA 0.5M pH 8   2mL 

a. Llevar al aforo a 1000 mL. 

b. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 lb. 
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 TBE 10x 
Composición: 

Tris Base 108g 

Ac. Borico 55g 

EDTA 0.5M pH 8 10mL 

a. Llevar al aforo a 1000 mL. 

 

 Lisozima 10mg/mL 
Composición: 

Lisozima 100 mg 

Agua de PCR 10 mL 

a. Solubilizar en el agua de PCR. 

b. Alícuotar en micro tubos y guardar en el congelador (-20°C). 

 

 RNasa 10mg/mL 
Composición: 

RNasa 30mg 

Agua para PCR 3mL 

a. Solubilizar en el agua de PCR. 

b. Hervir a 100°C por 15min. 
c. Alícuotar en micro tubos y guardar en el congelador (-20°C). 

 

 

 

 

 

 



 

58 

Apéndice 3: Técnica de PFGE por el CHEF Mapper de Bio Rad. 
 

La técnica se basa en lo descrito por la CDC: 

Formación de bloques de agarosa. 

a. Colocar en celdas de plástico 1 mL de buffer PIV y 5 µL de cada 

cultivo bacteriano del paso 4. Utilizar una celda por cultivo y agitar la 

celda. 

b. Posteriormente en una placa para ELISA, colocar en cada pozo 200 

µL de la preparación de la celda de plástico; dejando el primer pozo 

con solo el buffer de PIV como blanco. 

c. Meter la placa en el espectrofotómetro para la lectura óptica, con 

ayuda del programa Magellan 4. 

2. Una vez obtenida la lectura se hace un ajuste para que la densidad óptica 

final sea de 5 (5 O. D.); por medio de la siguiente fórmula: 
 

Volumen de buffer PIV= Lectura a D.O. x 40 x 210 - 210= µL de buffer añadidos 
 

3. Añadir los µL calculados a cada micro tubo del paso 4, para tener el ajuste 

final de 5 O.D.   

4. Pasar a un nuevo micro tubo 300 µL de la suspensión bacteriana del paso 

7, la cual es de 5 O.D. para la formación de los bloques de agarosa. 

5. Colocar cinta transparente por abajo a los moldes de bloques de PFGE y 

etiquetarlos para cada cepa bacteriana. Posteriormente colocarlos sobre un 

vidrio e irradiarlos con luz UV por 5 minutos.  

6. Agregar al nuevo micro tubo con 300 µL de la suspensión 5 O.D. 300 µL de 

la agarosa SeaPlaque GTG 1% y mezclar con la micropipeta. 

7. Verter inmediatamente esta mezcla en los pozos de bloques con ayuda de 

la micropipeta, evitando la formación de burbujas a la hora del vaciado. 

Preparar 5 bloques por cada mezcla de suspensión bacteriana. 

8. Una vez que todas las cepas se han colocado en los moldes meter el vidrio 

con los moldes en refrigeración (4°C) por 5 min.    



 

59 

Lisis celular de bloques de agarosa. 

1. Verter los 5 bloques de agarosa en un tubo Falcon de 15 mL; previamente 

etiquetados con el número de cultivo. Para sacar los bloques se retira la 

cinta colocada en la parte de debajo de los molde y con ayuda de una 

espátula se empujan por arriba del molde para poder sacarlos 

íntegramente. 

2. Agregar a los tubos Falcon 2 mL de buffer EC de Lisis a cada uno y 

colocarlos en una gradilla. Una vez en la gradilla prender el Baño María a 

37°C y colocarlos a incubar por 3 horas.  

Una vez utilizados las celdas, la placa de ELISA, los moldes de bloques de 

agarosa y la espátula se colocan en una solución de Cloro al 10% por más de 

una hora para su desinfección y posterior lavado.   
Lavados de bloques de agarosa: 

1. Preparar buffer TE para la realización de 9 lavados de cada cepa. 

2. Retirar del baño de agua los tubos, y verter la segunda solución de 

desproteinización con ayuda de una gasa. 

3. Verter en el tubo Falcon el buffer TE (aproximadamente 12mL de este o que 

el tubo tenga ¾ del tubo en el buffer); y colocarlos en el balancín a una 

velocidad de 5 por una hora. 

4. Transcurrida la hora de lavado, vaciar el buffer TE con ayuda de una gasa y 

repetir el paso 3; por 8 ocasiones más. 

 

Nota: Si los 9 lavados no se pueden realizar el mismo día, vaciar el buffer TE del 

último lavado y añadir TE nuevo a cada tubo, posteriormente refrigerarlos a 4° C. 

Cuando se continúen los lavados, poner al balancín 30min los tubos Falcon, y ya 

que se transcurrió el tiempo vaciar el buffer TE, y añadir a cada tubo TE 

nuevamente para continuar con el siguiente lavado.  

5. Decantar el ultimo lavado y dejarlos en buffer TE, después almacenarlos en 

refrigeración (4°C), hasta que se coloque la restricción del DNA.  
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Restricción del DNA bacteriano en los bloques de agarosa con la enzima de 
restricción XbaI 

a. Diluir el buffer para enzima de restricción H 10X (Roche Molecular 

Biochemicals) de acuerdo con la siguiente tabla.  

Tabla 7. Proporción de buffer H en función del número de bloques a utilizar.  

Reactivo: µL/ trozo de bloque µL/ 15 bloques 

Buffer H 10 150 

Agua para PCR 90 1350 

Volumen final: 100 1500 

 

a. Diluir el buffer para enzima de restricción H 10X (Roche Molecular 

Biochemicals) como en el paso 3 inciso a. 

b. Añadir al buffer H la enzima de restricción XbaI de la siguiente manera: 

Tabla 8. Proporción de Buffer H y enzima de restricción en función a bloques a 

utilizar. 

Reactivo: µL/ trozo de bloque µL/ 15 bloques 

Buffer H 10 150 

Agua para PCR 87 1305 

Enzima XbaI (10U/µL) 3 45 

Volumen final: 100 1500 

Nota: Mantener el vial con la enzima de restricción en hielo todo el tiempo, y 

almacenarla a -20° C. 

Elaboración del gel de agarosa. 

1. Desinfectar el material para la formación de geles de PFGE con etanol al 

70%. 

2. Preparar 2500mL de buffer Tris-Borato/EDTA (TBE) al 0.5x a partir de uno 

de concentración 5x, este será necesario para colocarlo en la cámara para 

electroforesis celular de PFGE y en la elaboración del gel. 
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Tabla 9. Proporción de reactivos para la elaboración del TBE 0.5x. 

Reactivo Volumen en mL 

TBE 5x 250 

Agua estéril y des 
ionizada. 

2250 

Volumen total. 2500 
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Apéndice 4: Análisis de la técnica de PFGE 
La estandarización de la técnica de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados 
(PFGE) para cepas comensales de Escherichia coli; aisladas del intestino de un 
neonato; es un protocolo que nos permite aplicar los conocimientos en biología 
molecular, así como en el área de microbiología para poder realizar un gran perfil 
de bandas pertenecientes a bandas del genoma bacteriano realizado por medio de 
la enzima XbaI que realiza los cortes en el cromosoma de las Escherichia coli. En 
esta técnica se propone la modificación de la metodología descrita por la red de 
PulseNet®   para tener una mejor resolución en la técnica; se modificó 
principalmente el método por el cual se lleva a cabo la lisis bacteriana para poder 
evitar la interferencia del SDS en la restricción del bloque de agarosa. Este fue un 
problema que se presentó durante los primeros ensayos experimentales. 

Las modificaciones a la técnica de PulseNet® fueron en la preparación de los 
bloques de agarosa, durante la lisis bacteriana, los lavados de dichos bloques, así 
como en la cantidad de bloque de agarosa en relación con la cantidad de enzima 
de restricción XbaI y la temperatura de corrida del buffer TBE en el CHE 
MAPPER®. 

Durante la preparación de los bloques de agarosa se modificó la técnica para los 
primeros lavados del pellet bacteriano; se cambió el buffer CBS por el buffer PIV; 
el cual se modifica el EDTA del primero por el cloruro de sodio en el segundo. Esto 
nos ayuda para facilitar el rompimiento de la pared celular a la inestabilidad ciertas 
proteínas dependientes de algún metal. Así mismo, la concentración bacteriana en 
los bloques de agarosa es de 5 O.D.; mientras que en la metodología de 
PulsenNet® se hace un re ajuste de 1.45 O.D. y durante la formación de estos no 
se agregó la proteinasa K que nos servía para degradar las histonas; que son 
aquellas proteínas que envuelven el DNA. 

Para facilitar la lisis bacteriana se utilizó una mezcla de reactivos de buffer tris HCl 
base, EDTA, cloruro de sodio; laurilsarcosilato de sodio, desoxicolato de sodio con 
lisozima y ribonucleasa (RNAsa) en lugar del buffer que contenía solo sarcosil 
(SDS), tris HCl base, EDTA y proteinasa K. Esto nos ayudó a favorecer el 
rompimiento de la pared celular para la liberación del DNA; pues las sales de 
sodio ayudan a atacar la membrana citoplasmática así como a la pared celular de 
la bacteria para poder formar poros en estas y que el material intracelular pueda 
salir. Además el uso de la lisozima es una enzima que nos ayuda en la 
desnaturalización de la pared celular al hidrolizar los enlaces del peptidoglucano 
(N-acetil glucosamina y N-acetilmuramico); junto con la enzima RNAsa ayuda a 
proteger el DNA durante la extracción de este.59 
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Una vez realizada la lisis, en esta nueva metodología se agregaron dos 
desproteinizaciones de los bloques de agarosa con buffer con solución 
amortiguadora, así como con proteinasa K y una menor cantidad de sarcosil para 
ayudar a remover las proteínas. 

Otra ventaja que se vio durante este tipo de lisis fue en la acción del SDS como 
detergente; a pesar de ser usado como detergente iónico para la desnaturalización 
de proteínas y purificación de ácidos nucleicos nos afectaba a la hora de utilizar la 
enzima de restricción, pues al ser un detergente este inhibía la enzima y no dejaba 
efectuar los cortes de restricción poco frecuentes; por lo cual no existían cortes y 
solo se veía la corrida del DNA. Esto se vio al modificar los lavados de los bloques 
de agarosa. 

Los lavados de agarosa fueron modificados, pues se modificaron a nueve lavados 
con buffer TE que ayudaban a eliminar los restos de material no genético; como 
son las proteínas de membrana así como los restos de peptidoglucano generados 
en la lisis bacteriana. No se calentó el buffer de TE pues durante la lisis no se 
utilizo el SDS; motivo por el cual se calentaba el buffer, para poder disolver el 
detergente y eliminarlo de la solución con bloques de agarosa. 

La cantidad de bloque de agarosa sometida a restricción fue de 1/3 de bloque; 
pues se tenía una mayor cantidad de células a comparación con la metodología de 
PulseNet®; razón por la cual se utilizó una menor cantidad de bloque de agarosa 
pero una triple concentración de unidades de la enzima de restricción XbaI (30 
Unidades). La utilización del buffer TE en frio; así como el almacenamiento final de 
los bloques de agarosa ayudando en la inactivación de restos de enzimas que 
pudieran quedar presentes en la solución. 

La modificación de la temperatura del buffer TBE durante la corrida fue de 2°C 
más bajo; es decir en la metodología de PulseNe® se dice que la corrida debe de 
ser de 14°C; la disminución de esta temperatura fue para compensar el 
incremento en el calor generado durante el corrimiento y la duración del puso; 
disipando así el calor generado por dicho pulso evitando también la saturación o el 
traslape de bandas en el gel y la pérdida de bandas de bajo peso molecular.60 

De manera general la PFGE es una técnica que permite la separación de 
fragmentos de DNA de alto peso molecular (10 Kb a 10 Mb) y tiene varias 
utilidades en el rastreo e investigación de los brotes de origen alimentario, también 
como la detección temprana de estos por el aumento de la incidencia de alguno de 
los subtipos usualmente implicados en brotes.57 

El patrón de restricción estándar de PulseNet® por la enzima XbaI es la 
Salmonella entérica serovar Branderup H2812 con un excelente rango de 
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referencia de 20.5 kb a 1,135 kb usado en los protocolos de PulseNet®. Además 
los fragmentos de macrorestriccion derivados de las bacterias tienen la ventaja 
añadida de la asimetría generada por los patrones que facilitan la orientación 
específica del tamaño del gel.60 
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