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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 MICROBIOTA INTESTINAL 

La microbiota intestinal juega un papel importante en la salud humana 

proporcionando una barrera para la colonización de patógenos (1). 

El tracto gastrointestinal contiene un número muy grande y complejo de 

población de microorganismos. Se calcula que hay por lo menos 400 especies 

diferentes de bacterias en la comunidad microbiana del intestino (2).   

El estómago y el intestino delgado contienen pocas especies de bacterias 

adheridas al epitelio y algunas otras bacterias en tránsito. La escasez de 

bacterias en el tracto superior parece ser debida a la composición del medio 

luminal (ácido, bilis, secreción pancreática), que mata a los organismos 

ingeridos y debido a la actividad motora propulsora fásica hacia el final del 

íleon lo que impide la colonización estable de bacterias en el lumen. En 

contraste el intestino grueso contiene un ecosistema microbial complejo y 

dinámico con altas densidades de bacterias vivas que alcanzan 

concentraciones de hasta 1011 o 1012 células/ g de contenido luminal (3). 

El tracto gastrointestinal de un feto es estéril. Durante el proceso de 

nacimiento la microbiota de la madre y del entorno circundante coloniza el 

tracto gastrointestinal del niño hasta que se desarrolla una microbiota densa y 

compleja. La colonización describe una población bacteriana en el tracto 

gastrointestinal la cual es estable en tamaño, en el tiempo, y sin la necesidad 

de reintroducción periódica de bacterias por dosis orales repetidas u otros 

medios, esto implica que las bacterias colonizadoras se multiplican en un nicho 

intestinal particular, a una tasa  que es igual o superior a su tasa de 

eliminación en ese sitio (4). 
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La colonización inicial del intestino infantil durante los primeros días de vida se 

origina principalmente de la mamá y el medio ambiente. Actualmente se 

considera que en los primeros años de vida una de las primeras determinantes 

principales de la microbiota intestinal es el modo de parto (1). 

La gran mayoría de los autores consideran que en el parto natural los niños 

son colonizados primero por las bacterias fecales y vaginales de la madre, 

predominando E. coli, Bacteroides spp y Bifidobacterias (1,2). 

En los niños que nacen por cesárea la colonización anaeróbica es 

generalmente  retrasada y pronto la microflora es compuesta por bacterias 

microareofílicas, anaerobios facultativos y bacterias esporuladas tales como 

Clostridium sp originados del medio ambiente hospitalario (5). 

Actualmente el efecto de la dieta en la composición de la microbiota de tracto 

gastrointestinal del infante es controversial (6).   

La flora fecal de los niños alimentados exclusivamente con leche materna 

difiere de los niños alimentados con leche de fórmula o leche de vaca. La flora 

fecal de los niños alimentados con leche materna es más probable que sea 

dominada por Bifidobacterias con un bajo número  de Enterobacterias y 

Streptococcus sp. En estos niños los Bacteroides y Clostridium sp disminuyen 

a un número bajo durante la primera semana de vida (5). 

La flora intestinal de los niños alimentados por fórmula es mucho más 

compleja en comparación a de los niños alimentados con leche materna. La 

fórmula también permite alcanzar altas densidades de población de 

Bifidobacterias. En el final del segundo año la composición y metabolismo de 

la microflora de los niños se asemeja cercanamente a la de los adultos y es 

más estable (5). 
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1.2 Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo Oxidasa (-) Catalasa (+) 

perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Es un microorganismo 

capsulado, por lo cual produce colonias húmedas de gran tamaño, de aspecto 

mucoide (7). 

Su identificación se da por las siguientes pruebas bioquímicas: 

TABLA 1: Pruebas bioquímicas para la identificación de Klebsiella 

pneumoniae (8) 

 KLIGLER H2S MR VP IND CIT URE MOV MAL LIS ORN ARG 

Klebsiella  

Pneumoniae 

A/A - - + - + + - + + - - 

Klebsiella 

Oxytoca 

A/A - - + + + + - + + - - 

 

En humanos K. pneumoniae es un saprofito común de la nasofaringe y del 

tracto intestinal. Es responsable de una amplia gama de infecciones 

nosocomiales, incluyendo neumonía, bacteriemia e infecciones de tracto 

urinario (9). 

 El  tracto gastrointestinal es considerado el principal reservorio donde la 

bacteria se propaga en el ambiente hospitalario, el equipo contaminado y el 

contacto persona a persona son las rutas principales de transmisión (10). 

Los factores de virulencia de las cepas de K. pneumoniae incluyen el serotipo 

capsular, el lipopolisacárido, los sistemas de captación de hierro y las 

adhesinas fimbriales y no fimbriales. La cápsula protege a K. pneumoniae 

contra la acción bactericida del suero, inhibe la fagocitosis y puede ser 

considerado como el determinante de virulencia más importante de K. 

pneumoniae (11). 

Dentro de los factores de virulencia para la colonización gastrointestinal, se 

encuentran las adhesinas de superficie bacteriana como CF29K, un factor 
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adhesivo no fimbrial codificado por la TEM-5 betalactamasa de espectro 

extendido (9). 

El fenotipo de hipermucoviscosidad observado con la mayoría de las cepas se 

asocia frecuentemente con la expresión del gen magA que codifica el serotipo 

K1 cps polimerasa. En adición el fenotipo mucoide coexiste con la producción 

de un sideróforo (9). 

K. pneumoniae puede albergar, betalactamasas de espectro extendido y 

carbapenemasas y es capaz de hidrolizar nuevos fármacos con carbapenem. 

La bacteria es resistente a fluoroquinolonas, aminoglucósidos y trimetroprim 

sulfametoxazol (12). 

1.3 MÉTODOS DE GENOTIPIFICACIÓN  

Se han desarrollado varios métodos de identificación y caracterización de DNA 

basados en patrones de huellas dactilares, tales como:  

*Amplificación por PCR de DNA polimórfico en condiciones de baja 

especificidad (RAPD-PCR por sus siglas en inglés): es producido por la 

amplificación de segmentos de DNA genómico a través de una reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) usando iniciadores de secuencia arbitraria. Este 

método es rápido, relativamente barato y ya se ha utilizado con éxito para 

describir varias especies microbianas incluyendo Escherichia coli, Aspergillus 

fumigatus, Proteus mirabilis, Legionella pneumophila y Borrelia burgdorferi y 

Pseudomonas aeruginosa (13, Coria y col.). 

*PFGE (Electroforesis en gel de campo pulsado): Esta técnica se basa en la 

separación de moléculas de DNA de gran tamaño, en función de la mayor o 

menor dificultad que presentan para moverse a través de los poros de un gel 

de agarosa cuando se les somete a un campo eléctrico pulsante (variable en 

dirección e intensidad), de tal manera que la velocidad de los mismos será 
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directamente proporcional a su tamaño. Las variables que intervienen en esta 

técnica son: el voltaje del campo eléctrico, la concentración del gel de 

agarosa, la alternancia en el sentido del campo eléctrico y el tiempo de los 

pulsos, la fuerza iónica del amortiguador y la temperatura de desarrollo. 

Dependiendo de las condiciones elegidas se favorecerá la separación de las 

moléculas de distintos tamaños (14).  

* AFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados): Este es 

uno de los primeros métodos desarrollados para la detección de 

polimorfismos. Se basa en la detección de aquellas variaciones de la secuencia 

de DNA (codificante o no) que tienen como consecuencia un cambio en la 

secuencia blanco de restricción. Casi siempre la variación afecta a un solo 

nucleótido, por lo tanto los fragmentos de restricción que se obtienen son 

diferentes dependiendo del alelo que esté presente en la muestra. Cada 

muestra de DNA generará fragmentos múltiples, de longitud diferente en 

función de los sitios de restricción presentes. Puesto que ellos no 

corresponden a la región que se pretende estudiar, generalmente se utiliza 

una sonda que hibrida en posición cercana al sitio polimórfico y se analizan los 

fragmentos por el método de Southern (15). 

*PCR-RFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción): Es una 

de las primeras técnicas descritas desde la aparición de la PCR, y consiste en 

visualizar las diferencias a nivel de la estructura del DNA, basándose en el uso 

de enzimas de restricción que cortan el DNA en sitios donde se encuentra una 

secuencia especifica de nucleótidos. La identificación de los fragmentos 

(FRLPs) requiere del uso de geles de electroforesis que permitan separar los 

fragmentos de diferente tamaño. La limitación de esta técnica es que 

únicamente identifica dos alelos por locus, por lo que la variabilidad obtenida 

es reducida (16). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

En la actualidad hay un número reducido de estudios longitudinales que 

analicen las relaciones las relaciones entre la flora microbiana de la madre y 

de los hijos. 

 

Este proyecto estudia a una cohorte de niños aparentemente sanos, 

pertenecientes a un grupo social desfavorecido, y espera aportar evidencias 

que ayuden a entender, por medio de una identificación y caracterización 

genotípica,  los mecanismos de colonización y persistencia la adaptación 

bacteriana en el tracto gastrointestinal.  

 

Utilizamos la colonización de Klebsiella pneumoniae como un indicador el cual 

nos permita analizar la colonización por Enterobacterias en una cohorte de 

individuos de edad pediátrica.        
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3. OBJETIVO GENERAL 

Identificar y caracterizar a cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de una 

cohorte de recién nacidos de 0 a 24 meses de edad. 

a. OBJETIVOS PARTICULARES  

 

i) Identificar cepas de Klebsiella pneumoniae a partir de una colección 

bacteriana obtenida de muestras de heces de una cohorte de recién 

nacidos durante los primeros 24 meses de vida. 

ii) Caracterizar fenotípicamente a los aislados de Klebsiella pneumoniae 

mediante sus perfiles de resistencia a los antibióticos. 

iii) Caracterizar genotípicamente a los aislados de Klebsiella pneumoniae 

mediante sus perfiles de amplificación por RAPD-PCR. 
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4. HIPÓTESIS 

“Las cepas de Klebsiella pneumoniae que colonizan a los recién nacidos de 

0 a 24 meses de edad, cambian debido a las presiones selectivas ejercidas 

por el huésped y el ambiente.”  
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5. LUGAR DE ESTUDIO 

El proyecto se desarrolló en la localidad de Xoxocotla, que está situada en el 

Municipio de Puente de Ixtla (en el Estado de Morelos). Tiene 19644 

habitantes. Xoxocotla está a 1030 metros de altitud.En la localidad hay 9768 

hombres y 9876 mujeres. 

La relación mujeres/hombres es de 1.011. El índice de fecundidad de la 

población femenina es de 2.64 hijos por mujer. En Xoxocotla el 10% de los 

adultos habla alguna lengua indígena. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1 Materiales 

6.1.1 Material biológico  

 Cepas de Klebsiella pneumoniae  

6.1.2 Material 

 Guantes de nitrilo  

 Micropipetas 2 µL, 20 µL, 200 µL, 1000 µL 

 Puntas para micropipeta estériles 

 Tubos Eppendorf  de 1.5 mL 

 Tubos para PCR   

 Cajas Petri  

 Hisopos  

 Vernier  

 Nefelómetro de McFarland (0.5)  

 Sistema Enterotest  

6.1.3 Equipo 

 Vórtex 

 Vacufuge 

 Centrífuga 

 Nanodrop 2000 Thermo Scientific  

 Termociclador ARKTIK Thermo Scientific 

6.1.4 Reactivos  

 Agar Mc Conkey 

 Agar Tergitol 

 Agar Mueller-Hinton 

 Agar Soya Tripticaseína  

 Caldo Selenito 

 Caldo Tetrationato 
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 Medio Kligler 

 Medio SIM 

 Medio para descarboxilación de Lisina 

 Medio para descarboxilación de Ornitina 

 Medio para descarboxilación de Arginina 

 Medio MR 

 Medio VP 

 Medio Urea 

 Medio Citratos  

 Caldo BHI  

 Reactivo de Indol 

 Reactivo Earlich  

 Rojo de Metilo 

 KOH 10% 

 α-naftol 

 Agua estéril 

 Lisozima  

 Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamílico  

 Cloroformo: Alcohol isoamílico  

 Acetato de Sodio 3M 

 Etanol 100% 

 Etanol 70% 

 Iniciador OPERON-18 (CAGCACCCAC) 

 Iniciador ERIC-1R (ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC) 

 Iniciador Ready-Go-To-Primer-2 (GTTTCGCTCC) 

 KIT para PCR Fermentas® 

 Agarosa 

 Regulador PBS 
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 Bromuro de Etidio   

 Multidiscos para Gram Negativos BIO RAD®  

6.2 Métodos 

6.2.1 Criterios de inclusión:  

1. Que se tengan aislados de la madre y del hijo 

2. Que se tengan al menos 2 aislados del hijo  

 6.2.2 Criterios de exclusión: Cepas de K. pneumoniae que no logran 

recuperarse de los viales de gelosa especial o bien cepas que al ser 

reidentificadas no pertenecen a este género y especie. 

6.2.3 Antecedentes. Obtención de las cepas bacterianas (17) 

1. Las muestras de trabajo fueron colectadas por enfermeras 

capacitadas, a partir de las proporcionadas por las madres. Se obtuvo 

solo 1 muestra de cada madre y en el caso de los niños se obtuvieron 

muestras mensuales desde el mes 1 hasta el mes 24. 

2. Las muestras de trabajo se colocaron en tubos Eppendorf estériles en 

recipientes con hielo y el mismo día se transportaron al laboratorio 

de Bacteriología Experimental para su procesamiento inmediato. 

3. Se realizaron tanto siembras directas como siembras de 

enriquecimiento para la identificación de enteropatógenos.  

4. La muestra (heces) se sembró directamente en agar Mc Conkey y 

Agar Tergitol. 

5. La muestra se sembró en caldo selenito y caldo tetrationato, 

agregándole a este último unas gotas de yodo, a las 24 horas se 

realizó una resiembra de estos caldos en agar Mc Conkey  y agar 

Tergitol. 
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6. Los medios de cultivo se incubaron durante 24 horas a 37°C, 

después de este tiempo se observó el crecimiento para diferenciar las 

colonias de los microorganismos presentes en la muestra. 

7. Cada colonia diferente se sembró en medio Kligler para saber si se 

trataba de un fermentador o no fermentador y en medio SIM para 

establecer la producción de H2S, indol y la movilidad. 

8. La identificación de los distintos géneros y especies bacterianos se 

realizó mediante pruebas bioquímicas convencionales de acuerdo a 

las sugerencias de la American Society for Microbiology (17). 

9. Las cepas identificadas como Klebsiella pneumoniae se sembraron en 

gelosa especial y se mantuvieron en refrigeración; posteriormente se 

llevó a cabo una identificación confirmatoria mediante el empleo del 

sistema Enterotest. 

6.2.4 Identificación de Klebsiella pneumoniae mediante Enterotest 

(18). 

1. A partir de los viales de gelosa especial mantenidos a 4°C, se 

inocularon 3mL de caldo BHI y éstos se incubaron a 37°C durante 24 

hs. 

2. Después de la incubación, se sembraron placas de Petri con Agar 

Soya Tripticaseina (AST) que se incubaron a 37°C durante 24 hs. 

Posteriormente, se observaron las placas para comprobar la pureza 

del cultivo y se inoculó el tubo Enterotest con una colonia aislada en 

AST. 

3. Después de la inoculación se incubó el Enterotest durante 24 horas a 

una temperatura de 37°C. Posteriormente se leyeron los resultados 

de cada prueba del sistema de acuerdo a las indicaciones del 

productor. 
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4. Para obtener el código de la bacteria identificada se marcó el valor de 

cada prueba positiva y se sumaron los números de cada grupo de 

pruebas para obtener de cada componente el valor ID (19). 

5. Se comparó el valor ID obtenido, con los reportados en el libro de 

códigos del sistema para establecer la identidad y asignar un biotipo 

a las cepas identificadas como Klebsiella pneumoniae. 

6.2.5 Obtención de DNA bacteriano (20). 

1. Las cepas  identificadas como Klebsiella pneumoniae se sembraron 

en AST, se incubaron a 37°C durante 24 horas y posteriormente la 

biomasa se recolectó en tubos Eppendorf con 500 µL de agua estéril.  

2. La biomasa se centrifugó a 10,000 rpm durante 3 minutos y 

posteriormente se decantó el sobrenadante. 

3. Se agregaron 3 µL de solución de lisozima, se mezcló en el Vórtex y 

se incubó en hielo durante 30 minutos. 

4. Se agregó 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico. 

5. Se mezcló en el Vórtex hasta que la solución se observó blanca 

6. Se centrifugó a 14,000 rpm durante 5 minutos 

7. Se recuperó la fase acuosa, a la cual se le agregó 1 volumen de 

cloroformo:alcohol isoamílico, se mezcló.  

8. La mezcla se centrifugó a 14,000 rpm durante 5 minutos y se 

recuperó la fase acuosa. 

9. Se agregó 0.1 volumen de acetato de sodio 3M pH=5.2 +2 

volúmenes de etanol al 100%, las muestras se colocaron a -70°C y 

se incubaron durante 18 hrs (overnight). 

10. Las muestras guardadas a -70°C se centrifugaron a 14,000 rpm 

durante 15 minutos. Se descartó el sobrenadante. 
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11. El DNA se lavó con 500 µL de etanol al 70% y se centrifugó a 14,000 

rpm durante 5 minutos. 

12. Se dejó secar el tubo colocándolo en la Vacufuge durante 20 

minutos. 

13. Al tubo con DNA seco se le adicionaron de 50-100 µL de agua estéril 

y se resuspendió con la micropipeta, el tubo se incubó en la estufa a 

37°C durante 1 hora 

14. El tubo se guardó a 4°C. 

15. El DNA se cuantificó con el uso del NANODROP 2000 (Thermo 

Scientific) a una λ=260 nm. 

6.2.6 Caracterización de  Klebsiella pneumoniae mediante 

amplificación por RAPD-PCR 

1. Para realizar la técnica de RAPD-PCR se utilizaron 3 iniciadores 

diferentes: OPERON-18(20), ERIC-1R (21) y Ready-To-GoPrimer-

2(RTGP-2) (21). 

2. Cada muestra se ajustó  a una concentración de 100ng/µL. 

3. En cada tubo para RAPD-PCR se colocaron los siguientes volúmenes: 

REACTIVO VOLUMEN  

DNA (50ng/µl) 1µL 

Buffer 2.5 µL 

MgCl2 1.5 µL 

dNTP mix 0.5 µL 

Iniciador  0.6 µL 

Taq polimerasa 0.2 µL  

Agua estéril 18.7 µL 

                  NOTA: Los reactivos utilizados fueron marca   FERMENTAS®  

4. Los tubos con la mezcla se colocaron en el termociclador ARKTIK 

(Thermo Scientific) a las condiciones de amplificación especificadas. 
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OPER-18 (CAGCACCCAC): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RTGP-2 (GTTTCGCTCC): 

 

 

 

 

 

 

ERIC-1R (ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC): 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Para observar la amplificación se realizó una electroforesis en un gel de 

agarosa al 1.2%, el gel se reveló con luz UV. 

2 min-94°C 

1 min-37°C     2 ciclos 

2 min-72°C 

 

10 seg-94°C 

20 seg-40°C     33 ciclos 

2 min-72°C 

 

5 min-72°C 

2 min-94°C 

 

1 min-94°C 

1 min-25°C 

4 min-72°C         35 ciclos 

1 min-94°C 

1 min-25°C 

8 min-72°C 

5 min-95°C 

 

1 min-95°C 

1 min-30°C    45 ciclos 

2 min-72°C 
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6. De las bandas obtenidas en los geles se obtuvo el valor de Rf, con lo que 

se calculó su tamaño. 

7. Con los valores obtenidos se construyeron dendrogramas con la ayuda 

del programa PAST (Paleontological statistics software).  

6.2.7 Prueba de sensibilidad a antibióticos (8) 

1. Se utilizaron cepas de Klebsiella pneumoniae puras y se inocularon en 

caldo Mueller-Hinton incubándose a 37°C durante 2 horas. 

2. El caldo Mueller-Hinton se ajustó a una turbidez semejante a la del tubo 

0.5 del Nefelómetro de Mac Farland. 

 

3. Las muestras se sembraron en Placas de Agar Mueller-Hinton, 

colocando Multidiscos para Gram Negativos (BIO RAD) con los 

siguientes antibióticos: 

4. Se midieron los halos de inhibición y de acuerdo a estos se clasificó a la 

cepa en estudio como Sensible, Resistente ó Intermedia en cuanto a  su 

susceptibilidad a cada uno de los antibióticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANTIBIOTICO CONCENTRACION ANTIBIOTICO CONCENTRACION 

Amikacina 30 µg Cloranfenicol 30 µg 

Ampicilina 10 µg Gentamicina 10 µg 

Levofloxacina 5 µg Netilmicina 30 µg 

Cefalotina 30 µg Nitrofurantoína 300 µg 

Cefotaxima 30 µg Cefepime 30 µg 

Ceftriaxona 30 µg Trimetoprim- 

sulfametoxazol 

25 µg 
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7. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL  

 

METODOLOGÍA: 
Obtención de cepas bacterianas 

MUESTRA

Siembra directa

McConkey      Tergitol

Siembra de enriquecimiento:

-Caldo tetrationato

-Caldo selenito

Incubación 24 hrs a 37°C 

Resiembra

McConkey      Tergitol

Siembra de cada colonia diferente en 

Medio Kligler y SIM Kligler     SIM

Identificación de los distintos géneros y especies mediante 

pruebas bioquímicas convencionales  
Gelosa especial 

 

 

 

FIGURA 1.- Diagrama de flujo para la identificación de las cepas como K. pneumoniae 

a partir de las muestras de heces. 
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Identificación mediante Enterotest

Vial de gelosa especial 

Siembra en caldo BHI

Siembra en medio TSA

Incubación 24 hrs a 37°C

Inocular el tubo de Enterotest con 

una colonia aislada del TSA

Incubación 24 hrs a 37°C

Obtener el valor ID a partir 

del Manual del Productor 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2.- Diagrama de flujo para la reidentificación de K. pneumoniae utilizando 

el sistema Enterotest. 
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8. RESULTADOS   

 

Las cepas con las que se contó al inicio del estudio fueron 83, de las cuáles, 

11 no se encontraron, las 72 cepas restantes se sembraron en caldo BHI pero 

no se obtuvo el crecimiento de 2 cepas, 6 cepas no correspondieron a 

Klebsiella pneumoniae, por lo tanto, quedaron 64 cepas que se utilizaron en el 

estudio. 

Las parejas madre-hijo que resultaron fueron 16, de las cuales, 10 parejas 

fueron parto natural y 6 parto por cesárea. 

Se utilizó un número diferente de muestras en cada binomio, debido a que en 

algunos meses no se logro obtener muestra o los microorganismos que se 

obtenían no eran Klebsiella pneumoniae.  

En la figura 3 se muestra un ejemplo de los patrones de amplificación 

obtenidos con los 3 pares de iniciadores empleados, en este ejemplo se 

estudiaron 3 binomios madre-hijo. 

Se construyó una base de datos en Excel en donde para cada una de las 64 

cepas en estudio se registró el número de bandas de amplificación obtenidas 

con los 3 pares de iniciadores utilizados, así como el peso molecular calculado 

de cada banda; con estos datos se generó el Dendrograma mostrado en la 

figura 4, empleando el programa PAST. 

Posteriormente, se construyeron dendrogramas para cada uno de los binomios 

madre-hijo a fin de establecer la similitud (ó disimilitud entre las cepas de K. 

pneumoniae aisladas de cada pareja (Fig 5) y compararlas con las semejanzas 

y diferencias de cada cepa en sus patrones de sensibilidad a los antibióticos y 

su ID obtenido mediante el sistema Enterotest (Tablas 2 Y 3).    

En las figuras 6 a 21 se muestran los resultados de la caracterización 

fenotípica y genotípica de las cepas de K. pneumoniae aisladas de 16 parejas 

madre-hijo estudiadas.  



   
 2

1
 

     

                    
 

'" "" -. 
1500_ 

",,,-. 
500- . 
400-
300-
100-

100-

OPER·li ERIc.lR 

.. 

.. 
~ ... 

RrGp·) 

.., 
• 

Oltl·li tRICIR 

• 
... 
• 

RTGP·¡ 111'[1.18 

... 

• 
.. 

• 
• -. ..-.. 

!lJc.lR RTGP·¡ 

• 
~ . • 

~ ,!JI! IIIl BE!! tlll ~ .IlU IIIl BElUI!! Ni! .IlIl llIl "11 UlI Ni mm:lItI!tl ~ ,~rl!:¡lt Il~ 'IIt.lll1l !llle 11~ 111UI1I ¡¡¡¡ U:J I\ii. .Il18 .Im W,! ~ NlJUí¡J !J!J No! 

FK3URA J.- Imagen de ~s bal'ldas de DNA extra¡OO de cepas de KkbskUa pMumoniaedetectadas por el método de RAPD-PCR en 
un gel de agarosa al 1.2%, en el p~mer carril S(I observa el marcador de peso moktcular xrv (100 pb Roche), en k)s carrikts sigu~ntes 
se el'\Cllentranlas muestras M117, 8552, 8619, 8825 amplificadas con el inicador OPER-l a, seguidas del marcador de peso 
molecular, se pueden ver la mismas muestras pero ampliffCadas con el iniciador RTGP-2 (Ready-To-Go-Primer-2), seguk!as del 
marcador de peso mt»ecular y posteriormente las mismas muestras ahora con el iniciador ERIC-1R, se ptlOCle observar el drterente 
patrón de amptifK:3Ci6n que se obtierre con cacIa iniciador, se obltMefOn barKlas de 107 pb-2530 pb. 



   
 2

2
 

 

                        

 

-
~
 

• 
~
 

~
.
~
 

." 
"
'
~
 

:l. 

-
-

8 
O
C
~
 

• • 
-" 

• • 
~
~
 

~ 
~
 

,
~
~
 

• • • 
,-

• 
-

" • 
,=

 
8 

.. ~
 

~
 

'00" 
~ 

~
 

,=
 

E
 

" 
,
~
 

• 
~
 

iH
"

 

~ 
~
~
 

O
O

ffi 
~
 

~
'
"
 

1-
~
 

O
 

~
"
 

~ 
,-
=

'" 
~
 

O
l:tl8

 
• 

~
 

U
>

"
 

~ 
~
 

=
" 

.: 
,
~
~
 

<
 
• 

,-
f
-

." 
=

" 
~ 

=
~
 

=
~
 

" ~ 
"'~ 

• 
~
"
 

.~ 
~
'
"
 

O
 

'
o
c
~
 

1 
O
O
~
 

f-
1

--
-=

" 
" 

~
~
 

f-
, 

·0
 

,
,
~
 

~ 
~
"
 

¿ 
B

ll8
 

~
 • 

~
 

E
 

-
¡¡51 

=
" 

8 ~ 
'
o
o
~
 

,,~ 
,=

 
• 

• • 
OC," 

~
 
~
 

M
~
 

~
 l 

=
 

" 
=

 
~
 

2 
'
"
~
 

8
,>

r 
9

9
t1

8
 

• • 
~
"
 

E
~
 

~
~
 

• 
!!! 

~
 

=
~
 

e
~
 

,=
 

" ~ 
,
~
"
 

<'ijj 
6

6
t1

8
 

..i 
~ 

=
~
 

;:;g 
=

 
,
~
"
 

=o"ª' 
o " . ~ . 

• 
• 

• 
-

• 
" 

" 
o 

o 
• 

o 
o 

• 
o 

o 

A
lU

"lU
O

S 



   
 2

3
 

 

                        
 

/
¿ 

'
\
 

1/ 
\ 

-
/ 

N\ 
v 

"'-
.
/
 

l"
!H

8
 

/ 
M

 \ 
• 

-
-
-

-
--

--
-

• 
" 

• 
• • 

• 
• • 

• • 
" • 



   
 2

4
 

 

                        

 

 

.Uf"" 
.. " 
8129 

B1S1 

8111 

8112 

11~íl 

T ABLA 2 - V a lo..-ID 

MUESTRA VALOR ID 

M020 50363 

B129 50773 

8251 70773 

B321 50763 

8532 50773 

B1657 50763 
'1 10"- obtenido del Ente..-oPlu..-i Test pa..-a la 
entificación de Klebsiella pneurnoniae en 
.a cohorte de niños en Xoxocotla , Mo..-elos _ 

TABIA3- F,u.t, se se"ttldaj a OS a1100itioos 
AiSlAMIENTO N~roh ... rtoiJ\l {dlrilJlO:II An~[iira Tri:netoprin- Cefola,i:na C~f¡lofna {eftp:rrt It't'Of<:.btN Clcrbrl!ntol AmikItN 6f:,,1amie'n¡ Ntli'Jlicina 

Itlfamloulol 

31108/2010 S S S S S S 

20106:2011 , , s s s s s s s S 

27106:2011 , - I 
- , - R S - s- s , s s s S 

26i07:2011 s s s s s s s s s s S 

28109:2011 I , S S S S S S S S S 

22103,'2012 , , s s s s s s s s 

Er esta tatla se moos!ra ~ plll~ba ,je s~rtS i ~ idad a bsén!it¡((icos Oe as ceJBsd~ Kkbskfia{JfYJ'lmodóe, está Il'ueba ~e utiizó para caacteriwleoot4>Cdmerte a es!éSce¡a5. 
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FKlURA 6.-Car3CIeriz&ei6n de ~s cepas de Kkbs~/ia ¡mumoniaede ~ pareja Madre-Hijo No. 1 mediante RAPD-PCR, identificaci6n por EnteroPllIri Test y Prlieba de sen~bili<bd a 
los antibióticos. 
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FIGURA 7," Caracterización de cepas de K1ebsiel/a pneumoniaede ~ pare;a Madre·Hijo No. 2 mediante RAPD·PCR, ifldentiflcaci6n por EnteroPluri Test y Prl.l6ba de sensibilM:lad a 
k>s antibióticos. 



   
 2

7
 

 

                        

 

 

i8 
m 

o .. 

o ... 
I 

0.8 -1 

iO"] 
~ 

0.6< 

0.56 

0 .• 8 

o .• 
• 
° o .• L2 ' .8 

""''''' AI5oI.AMIENTO Narorurantolne 

.. " 01/09/10 10 ... 03/11/1010 • 
B12' 26/07/1011 S 

BHU 22/08/1012 

81713 19/09/1012 • 

M 
~ 
m 

2.' 

CeftrilJo.oM 

S 

~ 

3 

Ampiclfo .... 

• 
• 

- ---
S • 

• 
• 

ji 

3.' .., 
Trimetoprím-
",Harneloxazol 

S 

s 
S 

S 

• 

§ 
• 

MUESTRA VALOR 10 

M032 70763 

B004 70763 

B326 som 
B1661 70763 

Bl7lJ som 

' .8 , .. • 
Cefota. ima (tlalotina Cefepl:ne levoflollidna Cloranlenitol AmlkIcIM Gtntamitinl Ntlllmitinl 

S S S S S S S 

s s s • s S 
--- ---

S S S S S S S S 

S S S S S S S 

• • s • s 

FfGURA 8.-Caracterización de cepas de KkJbskJ!/a pneumoniaede ~ pare¡a Madre-Hip No. 3 mediante RAPD-PCR, Klentif~n por EnteroPluri Test y Pnaba de sensibilidad a 
k>s an~btóticos_ 
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mURA 9.-Caracterización de cepas de KlebsieUa pneumoniaede la pareja Madre-Hijo No. 4 mediante RAPD-PCR, klentificación por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a 
k)s an~bióticos. 
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FK3URA 10.0 CaracterizacióJ'\ de cepas de Klebsieffa pMumonifMde ~ pareja Madre-HiJO No. 5 mediante RAPO·PCR, Klentificaci6n por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a 
k>s antibtóbcos. 
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Con los resultados obtenidos definimos 2 tipos de patrones de colonización de 

K. pneumoniae: 

1) Las cepas aisladas inicialmente del niño se parecen a la cepa de la 

madre y posteriormente por aislamientos del niño cada vez son más 

diferentes al materno. 

2) Las cepas aisladas del niño no guardan ninguna relación (o bien una 

relación menor) con la cepa materna. 

En la tabla 4 que se muestra a continuación se relacionan los 2 patrones de 

colonización definidos y el tipo de parto. 
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9.- DISCUSIÓN 

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram (-), perteneciente a la familia 

Enterobacteriaceae, que coloniza de manera normal el tracto gastrointestinal 

humano y que eventualmente puede actuar como patógeno oportunista 

principalmente en el caso de neonatos.(8) 

En un estudio longitudinal realizado en una cohorte de recién nacidos sanos 

del poblado de Xoxocotla, Morelos, el género Klebsiella ocupó el segundo lugar 

en frecuencia de aislamientos a lo largo de 2 años y en estudios anteriores 

Klebsiella pneumoniae se detectó en el 30% de los recién nacidos.(27) Por este 

motivo se decidió utilizar a Klebsiella pneumoniae como un microorganismo 

indicador de la colonización por Enterobacterias en los niños de la cohorte. 

Con el propósito de realizar una identificación precisa se decidió utilizar 

sistemas de caracterización fenotípicos y genotípicos y compararlos entre sí. 

Se utilizó la caracterización por biotipos utilizando un sistema comercial 

sencillo, económico, de fácil acceso y reproducible, basado en la asignación de 

códigos de identificación a partir de una serie de reacciones bioquímicas 

características de las Enterobacterias. 

Así también, se utilizó la determinación de los patrones de sensibilidad y 

resistencia a los antibióticos como un sistema de seguimiento de las cepas en 

estudio y para establecer los niveles de resistencia a los antibióticos en la 

población analizada, los datos que obtuvimos en resistencia fueron: 

Nitrofurantoína 25%, Ceftriaxona 1.56% Ampicilina 100%, Trimetoprim-

Sulfametoxazol 17.18%, Cefotaxima 0%, Cefalotina 4%, Cefepime 0%, 

Levofloxacina 1.56%, Cloranfenicol 7.8%, Amikacina 0%, Gentamicina 3.2% y 

Netilmicina 0%. 
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Por otra parte, dentro de los sistemas de caracterización genotípicos, se 

empleó el RAPD-PCR ya que permite el análisis de todo el genoma bacteriano 

y que es, así mismo, un sistema reproducible y sencillo de realizar y analizar. 

En nuestro caso se decidió utilizar 3 iniciadores con el propósito de tener una 

identificación más precisa de cada aislamiento bacteriano, de acuerdo a lo 

sugerido con Fegan y col. los cuales dicen que una banda sólo se considera 

significativa si está presente por duplicado.(13)  

El empleo de estos sistemas de caracterización nos permitió identificar a las 

cepas individualmente y hacer un seguimiento de la colonización de K. 

pneumoniae de los niños de la cohorte y comparar las cepas aisladas de los 

niños con aquellas aisladas por de las madres respectivas. 

Al establecer los porcentajes de similitud de las 64 cepas estudiadas  no 

encontramos agrupaciones (clusters) que tengan una asociación evidente con 

la epidemiologia bacteriana; así demostramos una gran diversidad poblacional 

de los aislamientos de K. pneumoniae, esto también se observó en un estudio 

anterior en donde se obtuvieron cepas con diferente fenotipo que fueron 

divididas en 11 genotipos diferentes.(25) 

Debido a esta heterogeneidad de las 64 cepas de K. pneumoniae estudiadas, 

analizamos los porcentajes de similitud entre las cepas aisladas de la madre-

hijo y definimos 2 tipos de patrones de colonización por K. pneumoniae: 1) Un 

patrón en el que las cepas que colonizan inicialmente a los niños son 

semejantes a las maternas y posteriormente esta similitud es cada vez menor 

conforme pasa el tiempo de seguimiento y 2) Un patrón de colonización donde 

la similitud de las cepas aisladas de las madres  e hijos es pequeña y se vuelve 

aún menor conforme el tiempo transcurre. 
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En ambos casos, en general se observó que conforme transcurrió el 

seguimiento de la población infantil, la diversidad de las cepas de K. 

pneumoniae aisladas fue cada vez mayor, lo que sugirió que conforme madura 

el tracto gastrointestinal del niño cambian las presiones selectivas del 

ambiente y por lo mismo se van seleccionando cepas cada vez más adaptadas 

a este ecosistema modificado; de acuerdo a este modelo, una vez que las 

presiones selectivas del ambiente se estabilizan, así también el recambio 

poblacional bacteriano será menor. 

Por otra parte, decidimos agrupar  a los binomios madre-hijo tomando como 

base el tipo de nacimiento (parto normal o cesárea) para tratar de establecer 

si este influye en la manera en que se coloniza el recién nacido; en este caso 

no encontramos que hubiese asociación entre el tipo de nacimiento y los 

patrones de colonización por K. pneumoniae, lo que nos sugiere que el recién 

nacido se coloniza a partir de la flora microbiana del ambiente, posiblemente a 

partir de la persona encargada del cuidado del recién nacido (madre, abuela, 

hermana, etc.). 

La hipótesis de que la colonización de los recién nacidos se realiza a partir de 

la flora microbiana del cuidador está apoyada por el hecho desde las primeras 

semanas de nacimiento se aislaron e identificaron cepas resistentes a los 

antibióticos, los cuales necesariamente fueron transferidas de un adulto con 

experiencias previas de antibioticoterapia; en este sentido llama la atención 

que existe una gran heterogeneidad en los patrones de resistencia a los 

antibióticos, lo que confirma la variabilidad de las cepas colonizadoras. 

Estudios previos dicen que la colonización bacteriana del recién nacido se 

realiza principalmente en el canal de parto  y a partir de la flora de la madre 

(26), este trabajo aporta una serie de evidencias que permiten postular que la 
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colonización se realiza a partir de medio ambiente y que la madre no 

necesariamente funciona como donadora de la microbiota del hijo.      
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10.- CONCLUSIONES  

 El objetivo general se cubrió satisfactoriamente.  

 Se logró identificar a las cepas de K. pneumoniae a partir de una 

colección bacteriana.   

 Los patrones de resistencia y sensibilidad a los antibióticos permitieron 

una caracterización apropiada de las cepas. 

 Los patrones de RAPD-PCR analizados mediante el programa PAST 

proporcionaron la caracterización más precisa de las cepas.  
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12. ANEXOS 

I. INTERPRETACION DE ENTEROTEST PLUS 

Al final de la incubación  

a. Realizar la prueba de Indol colocar el EnteroPluri Test con la 

superficie plana apuntando hacia arriba y por una punción en la 

película de plástico inyectar con una jeringa 3 0 4 gotas del reactivo 

de Kovacs en el sector H2s/Indol 

La reacción es positiva si se observa un color rojo-rosado en el 

reactivo añadido dentro de 10-15 segundos. 

b. Para la prueba Voges-Proskauer: Coloca el EnteroPluri Test de la 

misma manera que en la prueba de Indol, inyectar con una jeringa 3 

gotas de α-naftol (reactivo 1) y 2 gotas de Hidróxido de Potasio 

(reactivo 2).  

La reacción es positiva si se observa un color rojo dentro de 20 

minutos.  

c. Observar el cambio de color en los diferentes sectores. 

 

FIGURA 22: Interpretación de los resultados de Enterotest Plus. 
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II. OBTENCION DEL VALOR ID DE ENTEROTEST PLUS  

a. Las 15 pruebas bioquímicas de EnteroPluri Test están dividas en 5 

grupos cada uno contiene 3 pruebas y cada uno está indicado con un 

valor de positividad 4, 2, 1. 

 Valor 4:La primera prueba positiva en cada grupo (Glucosa, 

Ornitina, adonitol, Sorbitol, PA) 

 Valor 2: La segunda prueba positiva en cada grupo (Gas, H2S, 

Lactosa, VP, Urea)  

 Valor 1: La tercera prueba positiva de cada agrupo (Lisina, 

Índol, Arabinosa, Dulcitol, Citrato) 

 Valor 0: Todas las pruebas negativas.   

 

FIGURA 23: Tabla de códigos para la identificación por EnteroPluri Test  

III. ELABORACION DE DENDROGRAMAS: 

a. Obtener el Rf de cada una de las bandas obtenidas en la 

electroforesis. 

b. Construir una grafica log PM/Rf 

c. Se interpoló en Rf en la grafica y al valor obtenido se le calculó el 

antilogaritmo para conocer los pesos moleculares de cada banda. 
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d. Se realizó una base de datos con los pesos moleculares de las 

bandas que se obtuvieron de todas las muestras. 

e. Se juntó el número de bandas de los 3 iniciadores en cada muestra, 

estos se colocaron en la base de datos en donde la presencia de las 

bandas se marcaba con 1 y la ausencia con 0. 

 

FIGURA 24. Base de datos para la construcción de dendrogramas. 
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f. Estos datos se pasaron al programa PAST en donde se construyeron 

los dendrogramas. 

 

FIGURA 25. Obtención del Dendrograma 
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