
Rev. Salud Anim. Vol. 31 No. 2 (2009): 93-104

APLICACIÓN DE TÉCNICAS MOLECULARES EN LA
CARACTERIZACIÓN DE  AISLADOS DE Escherichia coli PROCEDENTES

DE CERDOS CON SÍNDROME DIARREICO EN LA PROVINCIA DE VILLA
CLARA

L. Lazo Pérez*, Ghizlane Dahbi**, M. Blanco Álvarez**, J.E. Blanco Álvarez**,
J. Blanco Álvarez**, F. LLorens Blanco*

*Departamento de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad Central «Marta Abreu» de Las Villas. 54830 Santa Clara. Villa Clara, Cuba.
Fax:(53)-(42)- 281778 (53)-(42)- 281618 Correo electrónico: lazo@agronet.uclv.edu.cu;

** Laboratorio de Referencia de E. coli (LREC). Departamento de Microbiología y Parasitología.
Facultad de Veterinaria, 27002 LUGO, España TEL-FAX 982-285936

Correo electrónico: jba@lugo.usc.es

RESUMEN: Escherichia coli  es una importante causa de diarrea en lechones recién nacidos y
postdestetados, y ocasiona importantes pérdidas económicas en las explotaciones porcinas en todo el
mundo. En el presente trabajo se realizó una caracterización de los aislados de Escherichia coli, a partir
de muestras provenientes de cerdos con síndrome diarreico en la provincia de Villa Clara, para lo cual
se aplicaron diferentes métodos de diagnóstico como la detección de los genes que codifican factores de
virulencia, el serotipado y el estudio de los perfiles de electroforesis en campos pulsantes (PFGE). Los
resultados mostraron, que en los procesos diarreicos causados por Escherichia coli, que afectan al cerdo
durante la etapa neonatal y postdestete en diferentes granjas porcinas de la provincia de Villa Clara,
predominan  los  patotipos O141 H- TSa TSb VT2 y O157 H19 VT2. La relativa baja incidencia de  E.
coli enterotoxigénico (ECET) y E. coli verotoxigénico (ECVT) en las muestras analizadas, permite inferir,
que pudieran estar actuando otros agentes etiológicos en concomitancia con E. coli en los animales
afectados. Los aislados de E. coli, a partir de muestras provenientes de cerdos con diarrea en la población
estudiada, muestran un restringido número de serogrupos y serotipos,  la mayoría de los seropatotipos
evaluados presentaron gran diversidad genética, al mostrar diferentes clones con patrones electroforéticos
distintos, se evidenció relación clonal entre los aislados de uno de los serotipos más prevalentes detectados
en granjas ubicadas en zonas geográficamente distantes.

(Palabras clave: diarrea; Escherichia coli; seropatotipos; perfiles de electroforesis en campos pulsantes
(PFGE))

APPLICATION OF MOLECULAR TECHNIQUES IN THE CHARACTERIZATION OF
Escherichia coli ISOLATES  FROM PIGS WITH DIARRHOEIC SYNDROME IN VILLA

CLARA PROVINCE

ABSTRACT: Escherichia coli is an important cause of diarrhoea in newborn and post weaning pigs,
and it is responsible for significant economical losses at large-scale farms worldwide. In the present
work, a characterization of Escherichia coli isolates was carried out in samples from pigs with diarrhoea
syndrome in Villa Clara province. To accomplish this characterization, different diagnostic methods
such as detection of genes encoding virulence factors, serotyped and study on pulsing-field gel
electrophoresis (PFGE) were applied. Results showed that in the diarrhoeic processes caused by
Escherichia coli affecting pigs during post-birth and post-weaning stages in different swine farms of
Villa Clara province, the patotypes O141 H- STaSTb VT2 and O157 H19 VT2 were predominant. The
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INTRODUCCIÓN

En Cuba, la colibacilosis es una de las primeras
causas de mortalidad infecciosa en cerdos neonatos
y jóvenes, con una pérdida anual de hasta un 10%, lo
cual afecta la economía nacional en más de un millón
de pesos. Muchas de estas pérdidas son provocadas
por la debilidad y el incremento de su predisposición
a otras enfermedades, además del costo en fármacos
y el personal relacionado con el manejo del animal
((1.) Escherichia coli es la mayor causa de infección
entérica en cerdos neonatos en Cuba (2). La diarrea
postdestete en cerdos, es con frecuencia, el principal
problema infeccioso de las granjas a gran escala, y
es responsable de pérdidas significativas a nivel mun-
dial (3).

Actualmente, se requiere de un diagnóstico preci-
so para poder enfrentar los planes de prevención y
control de enfermedades emergentes y reemergentes
que están incidiendo en la población porcina mundial
en los últimos años. Ante esta amenaza, el diagnósti-
co debe encaminarse a la detección e identificación
correcta de los agentes patógenos que prevalecen en
las granjas porcinas, por lo que existe una tendencia
mundial, a introducir métodos moleculares en el diag-
nóstico de las enfermedades transmisibles, ya que
presentan  mayor sensibilidad y se realizan en un
menor tiempo que los métodos tradicionales. Las téc-
nicas de biología molecular se han convertido desde
mediados de los años ochenta, en herramientas ne-
cesarias en los laboratorios de diagnóstico de medi-
cina veterinaria y medicina humana. Estas se basan
en el análisis del genoma bacteriano en los tejidos
del animal infectado que haya muerto, o en las
secreciones de animales vivos enfermos (4).

El diagnóstico de la infección por Escherichia coli
enterotoxigénica (ECET) se realiza a partir de la de-
tección de factores de virulencia conocidos, del
serogrupo de ECET sospechoso, y la determinación
de la resistencia a antibióticos. Actualmente, la técni-
ca más frecuentemente empleada para detectar E.

coli diarreagénica es la PCR múltiple (Reacción en
Cadena de la Polimerasa), capaz de detectar los
genes de virulencia más representativos de ECEP,
ECET, ECEI, ECVT, ECEA y ECAD (5). Para los estu-
dios epidemiológicos es muy importante determinar
el serotipo O: H de la cepa aislada. (6).

La caracterización y clasificación de cepas
patógenas de E. coli se puede desarrollar con méto-
dos de biología molecular (7) Algunas de las herra-
mientas de diagnóstico más recientes dentro de es-
tos métodos de tipificación, análisis y caracterización
epidemiológica son el polimorfismo de la longitud de
los fragmentos de restricción (Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)) y la electroforesis en
campos pulsantes (Pulsed-Field Gel Electroforesis
(PFGE), las cuales permiten el análisis del grado de
relación genética o variabilidad entre diferentes
serotipos de ECET, así como, cepas de algunos
serogrupos (8,9,10,11,12,13).

Hay pocos estudios que divulgan las relaciones
genéticas de cepas de E. coli aisladas en cerdos con
diarrea (14, 4, 15, 16,8). La electroforesis en campos
pulsantes  ha dado mejores resultados para detectar
las conexiones clonales entre cepas relacionadas
epidemiológicamente. Esta metodología emplea
enzimas de restricción que cortan de manera infrecuen-
te el ADN cromosómico para generar fragmentos muy
grandes que son separados por electroforesis. Los frag-
mentos de ADN generados son mayores de 40 kb y se
pueden separar si se alterna cíclicamente la orienta-
ción del campo eléctrico durante la electroforesis1. Nos
propusimos como objetivo en el presente trabajo, ana-
lizar las características principales de los aislados de
E. coli procedentes de cerdos con síndrome diarreico
en la provincia de Villa Clara.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento e identificación de las cepas1: Las
muestras se extrajeron de diez  granjas porcinas lo-
calizadas en la provincia de Villa Clara, para lo cual

relatively low incidence of enterotoxigenic E. coli (ETEC) and verotoxigenic E. coli (VTEC) in the
analyzed samples allowed to infer that other etiological agents could be acting together with the group
of E. coli isolate from the affected animals. Escherichia coli isolates from samples of pigs with diarrhoea
in the population studied showed a restricted number of serogroups and serotypes and the majority of
the seropatotypes evaluated presented a great genetic diversity due to the different clones with distinct
electrophoresis patterns showed clone relationship among the isolates of one of the most prevailing
detected serotypes in the farms located was evidenced in different geographical zones

(Key words: diarrhoea; Escherichia coli; seropatotypes; pulsing-field gel electrophoresis (PFGE) )
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se realizó hisopaje rectal a 399 cerdos con diarrea y
con características clínicas compatibles con
colibacilosis entérica, considerándose como criterio
de exclusión aquellos animales que manifestaron
diarreas de tipo sanguinolentas o con presencia de
membranas difteroides.

Los cerdos muetreados estaban en edades com-
prendidas entre 0 y 33 días (crías), y entre 33 y 48
días (precebas). El muestreo fue realizado en los
meses de enero a diciembre de 2002. Las muestras
fueron sembradas en Agar MacConkey Lactosa (ML
Oxoid, UK) y posteriormente transferidas a partir del
crecimiento confluente a un medio de conservación
compuesto por Agar nutritivo (Difco, EE.UU) 11.5 g,
Caldo nutritivo (Difco, EE.UU) 4.0 g y Agua destilada
1 L, para su traslado al Laboratorio de Referencia de
Escherichia coli (LREC) del Departamento de Micro-
biología de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC), en
España. A partir del medio de conservación se
resembró en medio ML para el aislamiento e identifi-
cación, realizándose pruebas bioquímicas (TSA,
Simón Citrato, Urea e Indol) a una colonia típica para
su confirmación.

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)
para la detección de los genes de virulencia: Se
determinó la presencia de genes que codifican los
factores de virulencia VT1, VT2, TL, TSa, TSb, eae, y
además, los factores de adhesión K88, K99, P987,
F17, F18 y F41en las cepas aisladas, mediante la téc-
nica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR),
para lo cual se aplicaron los procedimientos  descri-
tos por Blanco et al. 2004 (18).

Extracción del ADN a partir del crecimiento
confluente: Las muestras fueron sembradas en me-
dio MacConkey lactosa (ML) e incubadas (37°C/18
h). Se tomó con el asa, a partir del crecimiento con-
fluente y se suspendió en 200 µL de agua bidestilada
estéril contenidos en un tubo Eppendorf. La suspen-
sión fue calentada a 100°C/5 minutos, y después
centrifugada (10.000 rpm/5 min). Del sobrenadante
se tomaron 7 µL para la amplificación. En los casos
que dieron positivo, se realizó similar procedimiento a
partir del crecimiento de l0 colonias aisladas, agrupa-
das en un pool de cinco colonias individuales.

Extracción del ADN a  partir de colonias aisla-
das: Fueron sembradas  l0 colonias en medio Agar
Soya Triptona (TSA) e incubadas (37°C/18 h). Se to-

maron cinco colonias (o su equivalente del crecimiento
en placa) y fueron suspendidas en 150 ml de agua
bidestilada estéril contenidos en un tubo Eppendorf.
La suspensión fue calentada a 100°C/5 minutos, y
después centrifugada (10.000 rpm/5 min). Del
sobrenadante se tomaron 7 ml para la amplificación
(en caso de dar positivas a factores de virulencia, se
realiza similar procedimiento a partir del crecimiento
de las colonias individuales).

Desarrollo de la PCR: La mezcla de reacción se
preparó para un volumen final de 30 µL. que contenía
7 µL del ADN extraído de la muestra problema, los
cuatro nucleótidos dATP, dGTP, dCTP y dTTP a una
concentración final de 0,2 mM de cada uno de ellos, y
Tris HCl 10 mM (pH 8.8), MgCl2 1,5 mM, KCl 50 mM y
1 U de taqpolimerasa (BIOTAQTM   DNA polymerase,
BIOLINE, Reino Unido). Los cebadores se utilizaron
en una concentración de 30 a 300 ng / 100 ml depen-
diendo del gen a detectar (eae, TSa, TL, y K99 30 ng,
y VT1, VT2, TSb, K88, P987, F17, F18 y F41, 300
ng).

Cebadores: En la Tabla 1 se listan los cebadores
utilizados en las pruebas de PCR, sus secuencias
nucleotídicas, y el tamaño en pares de bases de los
fragmentos amplificados. La mayoría de los pares de
cebadores fueron diseñados en el LREC por el Dr.
Miguel Blanco.

La amplificación se realizó en un termociclador
(modelo PCR EXPRESS, HYBAID). Las mezclas de
reacción fueron sometidas a 1 ciclo de
desnaturalización inicial (94°C/2 min), seguido de 35
ciclos de 94°C/1 min (desnaturalización), 48ºC a 60ºC
dependiendo del gen a detectar (48°C para TSa, 55°C
para VT1, VT2, TL, TSb, eae y F18, y 60°C para K88,
K99, P987 F17 y F41) / 1 min (para el acoplamiento) y
72ºC / 2 min (extensión). Se realizaron solamente dos
amplificaciones múltiples (TL TSb y VT1 VT2).

Los productos amplificados se visualizaron me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 2% (Seakem
LE agarose, BMA, EE.UU.) en TBE (89 mM Tris,
89mM ácido bórico, 2.5 mM EDTA), previamente a la
electroforesis, a la muestra a cargar en el gel (12 ìl)
se le adicionó 1 / 5 del volumen de tampón de mues-
tra. Como marcador  de pesos moleculares se usó el
ADN del bacteriófago øX174 cortado con HaeIII (frag-
mentos de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234,
194, 118 y 72 pares de bases) (Promega). La
electroforesis se realizó a 124 vol, 400 mA

 1 Blanco, J. (2008): Comunicación personal. Laboratorio de Referencia de Escherichia coli.
Facultad de Medicina Veterinaria. Universidad de Santiago de Compostela. España.
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(miliamperes), durante 34 minutos. Los geles de
agarosa se tiñeron con bromuro de etidio (10 mg/
mL) (Merck) y se observaron bajo luz ultravioleta
(transiluminador modelo 2010 Macrovue, LKB).

Serotipado: La determinación del antígeno O
y H de las cepas fue realizada por medio de una
técnica de microaglutinación, siguiendo la meto-
dología originalmente descripta por Guinée et al.
1981(22) y modificada por Blanco et al. 1992 (20).
Se emplearon todos los antisueros disponibles O
(O1 - O185) y H (H1 – H56) en el LREC. Todos los
antisueros fueron obtenidos y absorbidos con los
antígenos de reacción cruzada correspondientes
para eliminar las aglutininas no específicas. Los
antisueros O fueron producidos en el LREC y los
antisueros H fueron obtenidos del Statens Serum
Institut (Copenhagen, Denmark).

Estudio de los perfiles de electroforesis en
campos pulsantes (PFGE) en los seropatotipos de
mayor prevalencia en las diferentes unidades del
territorio: La electroforesis en campos pulsantes
(PFGE) se utilizó con un sistema CHEF MAPPER (Bio-
Rad, Hemel Hempstead, United Kingdom) mediante
el protocolo standard descrito por la Enternet para
PFGE (http://www.foodborne-net.de/content/e25/e70/
e580/index_ger.html).

Para la preparación de las células bacterianas.
Se suspendieron  las bacterias en buffer CSB (Tris
100mM, EDTA 100mM) pH8 con proteinasa K (Roche)
0,5 mg/m. Para el ajuste de la densidad celular se
leyó la densidad bacteriana en el espectrofotómetro a
420 nm y se ajustó a una concentración final de 0,8.
Se usó CSB pH8 con proteinasa K para diluir.

TABLA 1. Reacción en cadena de la polimerasa. Cebadores empleados para la amplificación de los genes de 
virulencia. / Polymerase Chain Reaction. Primers used for the amplification of the virulence genes 
 
Gen Cebadores Secuencia oligonucleotídica (5´- 3´)  Tamaño 

fragmento (bp) 
TAa Referencia 

LT-I LT-Ia 
LT-Ib 

GGCGACAGATTATACCGTGC 
CCGAATTCTGTTATATATGTC 

708 55ºC (16) 

LT-II LT-II-1 
LT-II-2 

AGATATAATGATGGATATGTATC 
TAACCCTCGAAATAAATCTC 

300 52ºC (19) 

STa STA-1 
STA-2 

ATTTTTATTTCTGTATTGTCTTT 
GGATTACAACACAGTTCACAGCAGT 

176 48ºC (19) 

STb STb-1 
STb-2 

ATCGCATTTCTTCTTGCATC 
GGGCGCCAAA GCATGCTCC 

175 55ºC (16) 

VT1 VT1-A 
VT1-B 

CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC 
CGTGGTATAGCTACTGTCACC 

302 55ºC (20) 

VT2 VT2-A 
VT2-B 

CTTCGGTATCCTATTCCCGG 
CTGCTGTGACAGTGACAAAACGC 

516 55ºC ( 20) 

VT2e 
=VT2v 

VT2e-A 
VT2e-B 

CCTTAACTAAAAGGAATATA 
CTGGTGGTGTATGATTAATA 

230 55ºC (20) 

K88 AM005 
AM006 

GGTGATTTCAATGGTTCGGTC 
ATTGCTACGTTCAGCGGAGCCG 

772 60ºC (14) 

P987 P987-A 
P987-B 

GCGCCCGCTGAAAACAACACCAGC 
GTACCGGCCGTAACTCCACCG 

467 60ºC (21) 

K99 K99-A 
K99-B 

CCAGCGCCCGGCAGTAATGACTGC 
CCACCATTAGACGGAGCGCGG 

278 60ºC (21) 

F41 F41-A 
F41-B 

GGCTATGGAAGACTGGAGAGGG 
GGGGTGACTGAGGTCATCCC 

551 60ºC (21) 

F18 
=F107 

FedA1 
FedA2 

GTGAAAAGACTAGTGTTTATTTC 
CTTGTAAGTAACCGCGTAAGC 

510 55ºC (21) 

ea eb EAE-1 
EAE-2 

GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG 
GGCGCTCATCATAGTCTTTC 

775 55ºC ( 20) 

a Temperatura alineamiento. b Oligonucleótidos universales con homología de la región conservada 5´ del gen eae (detecta 
todas las variedades conocidas del gen  eae).  
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Los geles fueron preparados con Seakem gold
agarose (FMC) al 1% en buffer TE (Tris 10mM, EDTA
1mM) pH 8. Se atemperó en baño a 50-56ºC. Se
mezcló en la proporción 1:1 la agarosa con la sus-
pensión bacteriana, se repartió en los moldes y se
dejó solidificar el gel a 4 ºC. Para la lisis de las células
en los moldes de agarosa se colocaron los moldes ya
solidificados en 2 mL de buffer de lisis (Tris 50mM,
EDTA 50mM, sarkosyl 1%) pH8 con 0,1 mg/mL de
proteinasa K, añadida justo antes de utilizarlo. Se in-
cubó 2 h mínimo en un baño con agitación a 54ºC, o
durante 4 h sin agitación. Se lavaron los moldes dos
veces a 50ºC en baño con agitación en 5 mL mínimo
de agua destilada estéril. Se lavaron a continuación
los moldes cinco veces a 50ºC en baño con agitación
en 5 mL mínimo de buffer TE pH8. Se guardó a 4ºC
en buffer TE pH 8 fresco hasta el día siguiente. Para
la digestión de los moldes de agarosa se cortó un
tercio del molde de agarosa, se añadió entre 0,2-0,8
U/µL del enzima de restricción  XbaI (Roche) y se in-
cubó a 37ºC durante 4 h como mínimo o toda la no-
che. Los otros dos tercios del molde se guardaron en
TE fresco a 4ºC hasta un año. Se preparó un gel de
Seakem gold agarose al 1,2% (FMC) en buffer TBE
0,5X (Tris 44 mM, ácido bórico 44 mM, EDTA 1 mM).
Se colocaron los moldes en los pocillos y se selló con
agarosa al 1% en buffer TBE 0,5X. En las posiciones
1, 8, 14 y 20 se colocó la cepa control (Salmonella
branderup).

Para la electroforesis se empleó el buffer TBE 0,5X.
Esta se ajustó a 14ºC. y se fijaron las condiciones de
electroforesis (Pulso inicial: 15 s, Pulso final: 50 s,
Rampa: lineal, Tª: 14ºC, Tiempo: 22h, Voltaje: 6v/cm).
Los geles se tiñeron en buffer TBE O, 5X (con bromuro
de etidio (10microgramos/ml) durante media hora
aproximadamente. A continuación se lavaron durante
media hora en agua destilada y se fotografiaron. Para
comparar los pulsotipos PFGE, se analizaron los fi-
cheros TIFF con el empleo de  un software
BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martns-Latem,

belgium). La relación clonal entre las cepas se deter-
minó calculando el porcentaje de similitud estimado
con el coeficiente de Dice, considerándose que las
cepas estaban relacionadas genéticamente si el mis-
mo era menor o igual que uno, o sea, el criterio de
discriminación entre los clones fue considerado si
existían diferencias de al menos un fragmento de res-
tricción en los patrones electroforéticos. El análisis de
los racimos del índice de similitud de Dice se basó en
el método de estimación del peso de los pares de
grupo usando la media aritmético (UPGMA) y fue he-
cho para generar un dendograma describiendo la re-
lación entre los pulsotipos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

De los 399 cerdos con diarrea (209 lechones
lactantes y 190 destetados) que fueron analizados en
las diez granjas porcinas, solo 39 (9.77%) resultaron
positivos a aislados de E. coli portadores de genes
que codifican factores de virulencia, de los cuales 16
(41.02% del total de animales positivos) eran lecho-
nes lactantes y 23 (58.97%) lechones postdestetados.
Como puede apreciarse en la Tabla 2, las cepas
toxigénicas predominantes fueron las productoras de
las enterotoxinas TSaTSbVT2 (33.33%), TSb
(25.64%), TSa (15.38%) del total de las cepas positi-
vas, TSa TSb (5.12%), y VT2 (15.38%) y TSaTSbTL
(5.12%). En las muestras positivas de los lechones
lactantes la enterotoxina TSb se halló en un 43.7%,
TSa en un 31.25%, TSaTSb en un 12.5 %,  VT2 y
TSaTSbTL 6.25% respectivamente. En las muestras
positivas de los lechones postdestetados, las
enterotoxinas TSaTSbVT2 (56.52%), VT2 (21.73%),
TSb (13.04%), TSa y TSaTSbTL (4.34%) respectiva-
mente.

La relativa baja incidencia de E. coli con valor diag-
nóstico en las muestras analizadas a partir de cerdos
con diarrea, nos permiten inferir que en los procesos
diarreicos que padecen los cerdos de las categorías

TABLA 2. Genotipos tóxicos hallados en las diferentes categorías de cerdos con diarrea./ Toxic genotypes found in the 
different categories of pigs with diarrhoea 
 

Genotipos tóxicos Categoría Crías 
No. (Porcentaje) 

Categoría Precebas No. 
(Porcentaje) 

Total 
No. (Porcentaje) 

TSa TSb VT2 0 13 (56.52) 13 (33.33) 
TSb 7 (43.7) 3 (13.04) 10 (25.64) 
TSa 5 (31.25) 1 (4.34) 6 (15.38) 
TSaTSb 2 (12.5) 0 2 (5.12) 
VT2 1 (6.25) 5 (21.73) 6 (15.38) 
TSa TSb TL 1 (6.25) 1 (4.34) 2 (5.12) 
Total 16 (41.02) 23 (58.97) 39 (100) 
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susceptibles pudieran reflejarse en otros agentes
etiológicos como virus y protozoos, que pudieran te-
ner una función importante como agentes primarios
de estos procesos, aspecto que ha sido señalado por
autores (23), además de el conjunto de factores
predisponentes relacionados con el manejo y la ali-
mentación que pueden favorecer la presentación de
procesos diarreicos, elementos que son muy comu-
nes en las condiciones de producción en Cuba (24).

Como puede apreciarse en la (Tabla 3), los
fenotipos tóxicos de ECET fueron hallados con ma-
yor frecuencia en los lechones con edades compren-
didas entre 0 y 33 días, mientras que ECVT se halla-
ron en mayor cuantía en los cerdos de 33 a 48 días
de edad, resultando la mayoría de estos F18+. El 51.2
% del total de las muestras positivas resultaron cepas
de ECVT y estas fueron aisladas en el 78.26% de
cerdos destetados con edades comprendidas entre
33 y 48 días, mientras que el 48.71% del total de las
muestras positivas resultaron ECET y fueron aisla-
das en el 87.5% de los cerditos lactantes (menores
de 33 días), contra un 21.7% de las precebas.

Se obtuvo un total de 39 aislados de E. coli que
pertenecieron a los serotipos: O5:H16 (2 aislados),
O7:H15 (1aislado), O15:H45 (2 aislados), O15:H- (1
aislado,  O20:H- (1 aislado, O35:H6 (2 aislados),
O45:H9 (1 aislado), O64:H- (2 aislados), O84:H- (1
aislado), O141:H- (13 aislados), O149:H23 (1 aisla-
dos, O157:H19 (6 aislados), O169:H38 (1 aislado),
ONT:H19 (3 aislados), ONT: H- (2 aislados) (Tabla 4).

Los resultados obtenidos en este estudio indican
que los serogrupos predominantes en el territorio son
el O141 y el O157, los serotipos O141 H- y O157 H19,
y los seropatotipos (combinación de serotipos y genes
de virulencia) más frecuentes fueron el O141: H- TSa
TSb VT2e F18 (13 aislados) y el O157:H19 VT2e F18
(5 aislados). Diferentes investigadores en diversas
partes del mundo han hallado los serogrupos que
nosotros hemos encontrado en este estudio. Otros
autores (25), hallaron que los serotipos O8, O147,
O149, O157 eran los más comunes en Norte Améri-

ca, todos productores de TL y TSb. Otros investiga-
dores (26), encontraron que los grupos más comu-
nes hallados en Australia son O9, O20 y O101. En
estudios realizados en el Reino Unido (27), se demos-
tró que los serotipos más comunes asociados a la
diarrea en cerdos en esta región son O8, O138, O147,
O149 y O157.

En la diarrea postdestete los principales grupos O
más comúnmente involucrados en varias partes del
mundo son O8, O138, O139, O141, O147, O149 y
O157, de los cuales los que se reportan con mayor
incidencia son O8, O141, O149 (28). Parte de estos
resultados, coinciden con otros autores (15) quienes
aislaron E. coli de los serogrupos O157 con las ca-
racterísticas F18 TSa TSb y O141 con las caracterís-
ticas F18 TSa TSb en cerdos con diarrea postdestete
y enfermedad edemática, pero no portaban genes que
codificaban para la verotoxina VT2 como fue hallado
en este estudio.

Al realizar la electroforesis en campos pulsantes,
del ADN genómico de las cepas escogidas, digerido
por la enzima de restricción XbaI (Figura 1) se puso
de manifiesto, que todos los aislados del seropatotipo
O141: H- TSa TSb VT2e F18 procedentes de cerdos
afectados en la granja D, presentaron el mismo
pulsotipo (A), por lo que pertenecen al mismo clon de
virulencia.

El aislado PCU230c que presentó el mismo
seropatotipo pero que fue aislado en otra granja (F),
generó un pulsotipo (A1) muy similar al de los aisla-
dos de la granja D, lo que demuestra que están estre-
chamente relacionados. Los aislados del otro
seropatotipo predomiante (O157: H19 VT2e F18) pre-
sentaron cinco perfiles de PFGE (o pulsotipos) cuatro
de ellos muy similares o relacionados entre sí (C, C1,
C2a, C2b) pero fueron hallados en granjas diferen-
tes, C y C1 (en granja E), C2a (en granja F y G) y C2b
(en granja F).

Por otra parte, el aislado PCU273a del seropatotipo
O157: H19 TSb, hallado en la granja D mostró un perfil
electroforético muy diferente (pulsotipo E) a los aisla-

TABLA 3. Antígenos de colonización en ECET y ECVT aislados en las diferentes categorías de cerdos con diarrea./ 
Colonization antigens in ETEC and VTEC isolates in the different categories of pigs with diarrhoea 
 

Edad 
en días 

ECET / Número 
 de cerdos 

ECVT / 
Número de 

cerdos 

Antígenos de colonización en 
ECET 

Antígenos de colonización en 
ECVT 

0-33 15 / 16 1 / 16 F18+(2), P987(3), F-(10) F18+(1) 
33-48 5 / 23 18 / 23 F18+(1), F-(4) F18+(18) 
Total 20/ 39 19 / 39 F18+(3), P987(3), F-(14) F18+(19) 
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dos O157: H19 VT2e F18 hallados en la granja E, F y
G respectivamente, lo cual demuestra que no perte-
necen a un mismo clon de virulencia y que a la vez
son muy diferentes a los encontrados en los aislados

del seropatotipo O141: H- TSa TSb VT2e F18 halla-
dos en la granja D y F.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en el
estudio de la diversidad genética realizado, con 14

TABLA 4. Resultados del análisis de los genes enterotoxigénicos y verotoxigénicos con los serotipos y factores de 
colonización./ Results of the analysis of the enterotoxigenic and  verotoxigenic genes with the serotypes and 
colonization factors 
 

No. de aislados 
Serotipo  O :   K :   H 

(factores de colonización) 
Resultado genotipo 

TSa   TSb  VT1   VT2  TL   Eae 

1 O169: H38   + 
1 O7: H15   +        +                          + 

13 O141: F18: H-   +        +                 + 
2 O35: F18: H6             + 
2 O15: H45             + 
1 O15: H-             + 
1 O20: H-   + 
1 O64: P987: H-   + 
1 O64: H-   +        + 
1 O84: H-   +        + 
1 O149: H23   +        +                           + 
2 O5: H16             + 
1 ONT: F18: H19                                + 
5 O157: F18: H19                                + 
1 O157:  H19            +                  
1 ONT: F18: H19            + 
1 045: H9            + 
2 ONT: P987: H-   + 
1 ONT: F18: H19   +                        

 
  

            1     2    3    4     5    6    7     8     9  10   11   12  13  14   15  16   17  18   19   20 

            cc   A    A   A    A   A   nv  cc    B   C   C1 nv C2a cc C2b A1  D   E  C2a  cc 
 FIGURA 1. Tipado molecular por la técnica de electroforesis en campo pulsante./ Molecular typed by pulsing-field gel

electrophoresis.
Leyenda: 1, 8, 14 y 20 ADN digerido de una cepa control (cc) de Salmonella branderup, 2, 3, 4, 5, 6 (O141:H-

TSaTSbVT2eF18 = pulsotípo A), 7 (O35:H6TSbF18 = no valorable (nv), 9 (O64:H-TSaP987 = pulsotipoB), 10, 11, 13,
15, 19 (O157:H19Vt2eF18 = pulsotípos C, C1, C2a, C2b, C2a respectivamente), 12 (NT:H19TSbF18 = nv), 16 (O141:H-

TSaTSbVT2eF18 = pulsotípo A1), 17 (NT:H- TSaP987 = pulsotípoD), 18 (O157: H19TSb = pulsotípo E).
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aislados de 16 seropatotipos más prevalentes, reveló
14 patrones de restricción distintos de PFGE
enmarcados en 8 grupos (Tabla 5).

Los aislados del mismo seropatotipo fueron colo-
cados juntos en el dendograma y fue observado un
alto grado de polimorfismo entre aislados del serotipo
O157:H19 (Figura 2).

Este aspecto también ha sido observado por otros
estudios, con 79 aislados de E. coli de cerdos con
PWD (serogrupos O8, O138, O141, O149, y O157) y
18 aislados del serotipo O149:K91:F4 (K88) en cer-
dos lactantes, donde fueron hallados 57 tipos
electroforéticos (ETs), que mostraron una heteroge-
neidad genética considerable entre aislados de PWD
del mismo serogrupo (29). Estos autores, encontra-
ron además, una diversidad genética muy alta entre
aislados de los serogrupos O8 y O138, mientras que
la mayoría de los aislados de los serogrupos O141 y
O149 tuvieron una relación más cercana.

En otro estudio, fueron analizados 43 aislados de
E. coli de cerdos destetados que padecían enferme-
dad edemática o diarrea en Hungría. Los 43 aislados
que pertenecían a los serogrupos O5, O21, O109,
O138, O139, O147, O141, O157, demostraron 18 ti-
pos electroforéticos distintos (8) y una homogeneidad
genética fuerte que fue detectada entre O157 y los
aislados O138; mientras que los otros serogrupos
demostraron diversidad genética considerable, espe-
cialmente los aislados O139.

Por otra parte, fueron analizados 82 aislados de
E. coli de cerdos con PWD, hallados en granjas se-
paradas geográficamente en la parte occidental de
Polonia. Los 82 aislados que pertenecían a cuatro
serogrupos (O138, O139, O141, y O149) demostra-
ron 13 patrones de PFGE diversos, y aunque fue ob-
servado un alto grado de polimorfismo, los que per-
tenecían al mismo serogrupo demostraron una rela-
ción cercana (10). Así, los 25 aislados del serotipo
O149:K91 generaron solamente dos tipos de PFGE.

TABLA 5. Resultados del tipado molecular por la técnica de (PFGE) en los aislados de E. coli seleccionados de 
acuerdo a los serotipos y genes de virulencia./ Results of the molecular typed by PFGE method in E. coli isolates 
selected according to serotypes and virulence genes 
 

Muestra Categoría Granja 

   Serotipo 
 
    O            H Genes de Virulencia 

PFGE 
Fila - Perfil 

PCU66 Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18     2    -   A 
PCU67 Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18  
PCU69 Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18     3    -   A 
PCU81 Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18  
PCU86a Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18  
PCU90a Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18     4    -   A 
PCU91a Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18  
PCU96a Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18     5    -   A 
PCU97a Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18  
PCU98a Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18  
PCU99 Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18  
PCU100a Preceba D O141 H- TSa TSb VT2e F18     6    -   A 
PCU102a Cría E O35 H- TSb  F18  
PCU165a Cría A O64 H6 TSa 987P     9    -   B 
PCU186 Preceba E O157 H- VT2e F18     10  -   C 
PCU191a Preceba E O157 H19 VT2e F18     11  -   C1 
PC197b Preceba E NT H19 TSb F18  
PCU228a Preceba F O157 H19 VT2e F18     13  - C2A 
PCU230a Preceba F O157 H19 VT2e F18     15  - C2B 
PCU230c Preceba F O141 H19 TSa TSb VT2e F18     16  -   A1 
PCU262a Cría D NT H- TSa 987P     17  -   D 
PCU273a Cría D O157 H- TSb     18  -   E 
PCU352a Cría G O157 H19 VT2e F18     19 - C2A 

Leyenda: PCU porcino Cuba 
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Al respecto, en Checoslovaquia, fue observado un
total de 36 patrones de restricción PFGE diferentes
en 46 ECET y ECVT aislados en cerdos
postdestetados con diarrea. Los aislados del mismo
seropatotipo, mostraron un alto grado de polimorfismo.
Además, 13 patrones PFGE distintos resultaron de
14 O149:H10 aislados analizados (3). Similares re-
sultados han sido encontrados en España en los ais-
lados de los serotipos más frecuentes (O157: H- TL
TSb F4/K88) (21).

El estudio de la diversidad genética en los aisla-
dos, permitió evaluar por primera vez en Cuba y en la
provincia, la relación clonal entre E. coli patógenas
aisladas en diferentes granjas, lo cual nos sirve de
base para iniciar estudios de epidemiología molecular
que nos permitan comparar los nuevos aislamientos
en las diferentes granjas, el posible origen y evolu-
ción de los seropatotipos de mayor prevalencia en la
provincia.

Resultan interesantes los hallazgos encontrados,
relacionados con la presencia de diversos patrones
electroforéticos o pulsotipos, en uno de los serotipos
más frecuentes aislados en los cerdos con diarrea en

la provincia, lo cual demuestra que son necesarios
otros estudios para conocer la prevalencia de algu-
nos de estos clones, analizar su evolución y  determi-
nar su relación con la patogenicidad en las diferentes
granjas donde aparezcan. El presente estudio consti-
tuye un punto de partida para poder evaluar la diversi-
dad genética y el grado de relación clonal de los ais-
lados de E. coli productores de diarrea en cerdos. El
análisis de los clones nos permite determinar si los
aislados son de reciente introducción o similares a
los de mayor prevalencia que circulan en las granjas
analizadas. También nos permite analizar la evolución
o distribución espacial como aspecto importante a
valorar en el poder de difusión de la enfermedad y el
conjunto de factores que favorecen la transmisibilidad
entre las granjas.

En este estudio se pone de manifiesto la relación
clonal de algunos seropatotipos aislados en granjas
ubicadas en diferentes regiones del territorio, aspec-
to que consideramos que pudiera deberse a la trans-
portación de cerdos de diferentes zonas geográficas
dentro del territorio, hacia un mismo matadero, en
vehículos que no cumplen las normas de bioseguridad

    Porcentaje de similitud       Perfil electroforético     Muestra  Serotipo  Patotipo   Granja  Pulsotipo 
              60     70    80    90   100 
 Dice (Opt:0.54%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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FIGURA 2. Dendograma del resultado del tipado molecular por la técnica de electroforesis en campo pulsante (PFGE) en
los aislados de E. coli seleccionados de acuerdo a los serotipos y genes de virulencia./ Dendogram of the resulte of the
molecular typed by PFGE in E. coli isolates selected according to serotypes and virulence genes.
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del transporte. Los resultados indican que la pobla-
ción de cerdos estudiada, como se describió en otros
países ECET y ECVT aisladas de cerdos con diarrea,
pertenecen a un restringido número de serogrupos y
serotipos. Aparentemente dos seropatotipos son pre-
dominantes en la diarrea postdestete: O141: H-: TSa/
TSb/VT2e/F18 y O157:H19:VT2e/F18. Sin embargo,
antes de dar conclusiones definitivas sobre los más
importantes seropatotipos implicados en la diarrea
porcina en Villa Clara, es necesario incluir en estu-
dios futuros un mayor número de muestras; no obs-
tante, teniendo en cuenta que los aislados proceden
de diez granjas representativas con alta prevalencia
de diarrea en la provincia, los resultados obtenidos
son confiables.

Estos resultados constituyen una importante fuente
de información que sirve de base no solo para los
estudios epidemiológicos, sino también, para la ela-
boración de vacunas autóctonas, a partir de un
cepario, que pudiera conservar los aislados con las
características deseadas, para un candidato vacunal a
partir de cepas que circulan en el territorio, lo cual pu-
diera contribuir al éxito del conjunto de medidas
contraepizoóticas preventivas y recuperativas que es-
tablece el programa de lucha y control de esta entidad,
establecido por el IMV, el que considera como uno de
sus objetivos la elaboración de vacunas autóctonas,
para aquellos lugares que así lo requieran.

CONCLUSIONES

En los procesos diarreicos causados por
Escherichia coli que afectan al cerdo durante la etapa
neonatal y postdestete en diferentes granjas porcinas
de la provincia de Villa Clara, aparentemente predo-
minan  los  patotipos O141 H- TSa TSb VT2 y O157
H19 VT2.

La relativa baja incidencia de  E. coli
enterotoxigénico (ECET) y E. coli verotoxigénico
(ECVT) en las muestras analizadas, permite inferir,
que pudieran estar actuando otros agentes etiológicos
en concomitancia con E. coli en los animales afecta-
dos.

Los aislados de E. coli a partir de muestras prove-
nientes de cerdos con diarrea en la población estu-
diada, muestran un restringido número de serogrupos
y serotipos y la mayoría de los seropatotipos evalua-
dos presentaron gran diversidad genética, al mostrar
diferentes clones con patrones electroforéticos dis-
tintos, lo que evidenció relación clonal entre los aisla-
dos en uno de los serotipos más prevalentes detecta-
dos en granjas ubicadas de zonas geográficamente
distantes.
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