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r . ANTECEDENTES 

Desde el descubrimiento de los plásmidos, que son moléculas -

de DNA extracromosomal, superhelicoidal, capaces de replicarse en forma 

autónoma del cromosoma, éstos han jugado un papel muy importante en el -

desarrollo de diferentes áreas del conocimiento: 

a) En Medicina, ya que muchas de ras resistencias a diferentes tipos 

de antibióticos en bacterias, se deben a la presencia de este -

tipo de moléculas, las cuales pueden ser intercambiadas ínter- e 

intraespecie. 

b) En la Biología Molecular, en el estudio de la función y estructu 

ra del rnater±al genético ya que muchos de los avances hechos en 

esta área en la Última década, han sido posibles a través de los 

plásmidos. 

c) En la Biotecnología que utiliza a la Ingeniería Genética como una 

herramiente clave. 

Los plásmidos presentan dos propiedades que los hacen una 

herramienta muy útil: 

l. En general presentan un tamaño relativamente pequeño, que fluc-

tua en un rango de 1.5 a 300 megadaltons, lo cual facilita !;u 

manipulación in vitro en comparación con el cromosoma. 

2. Son moléculas generalmente dispensables para la célula: es de-

cir, la bacteria puede vivir sin ellas y 8n la mayoría de los --

casos las funciones codificadas por. ellas, como son las res in ten 
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cias a antibióticos, son fácilmente detectables. 

En el presente trabajo se estudiaron algunos aspectos de la 

regulación de la expresión genética de diferentes plásmidos que confie-

ren resistencia tetraciclina (Te) en la bacteria huésped. 



--
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II. INTRODUCCION 

La existencia de plásmidos ha sido detectada en un gran núme

ro de bacterias, tanto grarn negativas (Escherichia, Salmonella, Proteus, 

Pseudomonas, etc.} como gr.aro positivas (Estafilococo, Estreptococo, 

Neumococo, etc.). La gran diversidad de plasrnidos ha originado que se les 

agrupe de acuerdo a ciertas características como son, información gené

tica, incompatibilidad, sistema de transferencia, etc. 

De acuerdo a la información genética que poseen se les ha di

vidido en: plásmidos de tipo F, tipo Col, tipo R, etc. En este trabajo 

nos ocuparemos específicamente de los plásmidos tipo R, los cuales poseen 

información genética que confiere a la célula huésped resistencia a la 

acción ae diversos antibióticos y/o iones de metales pesados, de donde 

deriva su nombre (factor de resistencia). 

Las infecciones bacterianas han sido una de las mayores causas 

de enfermedades humanas y de animales. Una proporción importante de és-

tas son causadas por bacterias de tipo gram negativo, mas que por bacte-

rias de tipo grarn positivo (1). La introducción de los antibióticos como 

tratamiento de las enfermedades microbianas, marcó un avance importante -

en la Medicina; sin embargo, su uso indiscriminado indujo a la aparición 

de un número creciente de bacterias tanto gram positivas como negativas, 

resistentes a uno o mas antibióticos, debido a la fuerte selección en 

favor de los organismos resistentes. 



Alrededor de 1963, se aislaron por primera vez los plásmidos de tipo 

R en bacterias gram negativas (Entcrobacterias) y se les relacionó con la 

presencia de la resistencia a los antibióticos de la cepa en estudio (2). 

F.l hecho de que las resisLencias a las drogas pudieran ser transferidas 

de una bacteria a otra, se descubrió en 1960 en Jap6n (3). En algunos 

casos se demostró que la transmisión por conjugación de la resistencia a 

varios antibióticos no relacionados era simultánea; es decir, éste se 

debía a la presen~ia de un solo plásmido (4). Se ha observado que en los 

factores "R" que confieren resistencia múltiple, frecuentemente los genes 

i nv,.>lucrados 011 ésta se encuentran agrupados en una región llamada deter-

minante de resistencia (r-det), la cuál está flanqueada por secuencias de 

inserción I~ repetidas directas. En general, este r-det se encuentra 

unido a un f;egun<lo elemento llamado factor para la transferencia de la re 

sistencia \R~'F), el cual codifica para funciones de replicación, incompa-

tibilidad y transferencia del plásmido (5) (Fig. 1). 

IS 
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iS 

FIGURA 1: PLASMIDO TIPO "R" 
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Origen de la Resistencia 

Mucho se ha especulado en cuanto al posible origen de los ge

nes presentes en plásmidos y que confieren resistencia a un gran número -

de antibióticos. Una de las hipótesis más plausibles que se ha propuesto 

es la hip6tesis de Walker y Walker (6), en la que se sugiere que éstos 

pudieron originarse en los microorganismos productores de antibi6ticos 

(7). Existen una serie de argumentos que apoyan esta hipótesis, algunos 

de los cuales se citan a continuación: 

Primero, el hecho de que el género de los Streptomycetos, que produ

cen una gran cantidad de antibióticos, presentan un mecanis 

mo de autoprotección al antibi6tico que producen. 

Segundo, en los Streptomycetos se han encontrado enzimas específicas 

que inactivan a los antibióticos producidos. Estas enzimas 

son semejantes a las encontradas en cepas bacterianas con -

plásmidos de tipo R (7) • 

Tercero, la presencia de plásmidos en los organismos productores de 

los antibióticos. Por ejemplo, en una cepa de St:t·eptomyce

tos productora de tetraciclina, se describió la presencia -

de un plásmido que codifica para la resistencia de este an

tibiótico (8) . 

Por último, el hecho de que los organismos que producen anti

bióticos coexisten con diferentes bacterias, genera la posibilidad de 

transferencia de material genético por conjugación, transducción on trans 
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forma~ión, entre estos microorganismos. 

En apoyo a esta hipótesis, Watanabe ha sugerido que algunos -

genes cromosomales pudieron incorporarse a plásmidos RTF promiscuos pre-

sentes en la cepa productora (10) • No existe, sin embargo, una evidencia 

contundente que demuestre este tipo de hipótesis, lo cuál deja este campo 

abierto a una gran cantidad de estudios. 

Mecanismos de Resistencia a Antibióticos 

E~isten dos formas mediante las cuales una bacteria puede a~ 

quirir una resistencia a un cierto antibiótico: una, es por la presencia 

de una mutación espontánea en un gene cromosomal, En general, en este -

caso existe una modificación del sitio blanco para el antibiótico, de tal 

manera que éste no puede reconocerlo y actuar en él. La otra, es por la 

presencia de un plásmido "R". En este caso se sintetiza~ proteínas espe

cíficas que modifican, de alguna manera, la interacción del antibiótico -

con su sitio de acción. Existen tres mecanismos por las cuales se puede 

generar la resistencia a los antibióticos por un plásmido "R" (11): 

l. Modificación del sitio blanco (resistencia a eritromicina) (12) 

2. Modificación química del antibiótico (resistencia a arnpicilina, 

kanamicina, estreptomicina, etc.). Este es el mecanismo de re-

sistencia más frecuente. 

3. Interferencia con el transporte del antibiótico. Uno de los 

ejemplos más intrigante y mejor conocido de este mecanismo, es 

el caso de la resistencia a la tetraciclina 1 siendo los plásmi

dos que codifican para esta resistencia sobre los que se basará 
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el trabajo. 

Estructura y producción de la Tetraciclina 

La.familia de las tetraciclinas, en las que se encuentra la -

tetraciclina, clorotetraciclina, oxitetraciclina y dimetil-clorotetraci--

clina (Fig. 2) pertenecen al grupo de antibióticos denominados de amplio 

espectro. Este tipo de antibióticos son muy usados en la clínica. 

(Figura 2) (13). 

FIGURA 2 

NOMBRE R1 R2 R3 R4 R5 R5 

Te H OH CH3 H H N(CH3'-z 

Oxi Te H OH CH3 OH H N(CH~ 

Cloro Te CI OH CH 3 H H N(C~? 
-

Dimetil CI Te el OH H H H N(CH3~ 

DQxc: icl i n·a H H CH3 OH H N(CHM 

B·Chelocard ina H H CH3 H NH2 H 
.. 

M inC\ti~I ina N(CHJ) H H H H 

. ~ ' 
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Las tetraciclinas, al igual que la mayoría de los antibióti

cos aminoglicosilados conocidos (estreptomicina, neomicina, kanamicina, 

etc.), son producidas por el género Streptomyces. Entre estos tenemos a 

Streptomyces rimosus que produce oxitetraciclina, Streptomyces aurofaciens 

productora de clorotetraciclina y la Te producida por ambos géneros. 

Los tres antibióticos mencionados actuan en forma parecida en 

las células bacterianas y el efecto fenotípico distinguible es una baja -

total de la síntesis de proteínas de la célula sensible a la droga. 

Mecanismo de penetración y modo de acción de las tetraciclinas 

En la actualidad no existe un modelo consistente que explique 

la acumulación de la droga en la célula. 

La envoltura celular de las bacterias gram negativas consiste 

de tres estructuras distintas: la membrana externa, la pared celular y -

la membrana interna; entre las dos primeras y la última se encuentra una 

región denominada espacio periplásmico. Estas bacterias son poco permea

bles a antibióticos como la penicilina G, la rifampicina, etc. pero muy -

permeables a las tetraciclinas. 

La Te penetra a la célula por un transporte activo precedido 

por un movimiento independiente de energía (14) . El movimiento indepen-

diente de energía es una difusión del antibiótico a través de los poros -

acuosos Ia (de acuerdo a la terminología de Henning) de la membrana exter 

na (15) • 
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Las ~etraciclinas son ácidos que en solución producen cuatro 

formas iónicas diferentes, de las cuales únicamente la forma de la prim~ 

ra disociación es capaz de penetrar a la bacteria (TH
2

) (Fig. 3). 

Figura 3 

Esquema de disociación de la Te 

TcH
2 

+ H+ 

2-

~
K Te + 

2+ + Mg 

~~ (TH M;J) 

Una vez que la droga ha penetrado la membrana externa, entra 

al espacio periplásmico donde se protona e interactúa con la membrana i!!_ 

terna. Posteriormente, el antibiótico penetra la membrana interna a tra 

vés de un transporte activo {16). 

Existen tres tipos de tran~porte activo en §_. ~ y otras -

bacterias: 

l. Aquellos que requieren ATP como fuente primaria de energía, como 

el transporte de glutamina. 

2. Aquellos en los que existe una modificación enzimática del ~u~· 

trato durante el transporte, a través de enzimas membranales y -

citoplásrnicas, como el transpo=te de hexosas. 

3. Los que dependen de una fuerza protomotiva que provoca un gra--

diente electroquímico de iones hidrógeno. 

d2J& 
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Existen una serie de experim1mtos i:c.mt-radictorios para tratac 

de situar el paso de ta Te en alguno de los tipos de transporte activo. -

La entrada de 'l'c es ompletamente inhibida por arsenato (inhibidor de la 

sínt<c:s1s de ATP), eid1wro ( tnhibicior r?n la citocromo oxidasa} y 2-4 dini

trofenol (disipador de: la tuerza protomotriz) • Los datos más recientes -

concluyen que la fuerza protomotríz, por sí sola, es suficiente para el 

transporte de la 'T'c il6) - Otros autores han propuesto que la Te penetra 

a 1a célula utilizando un sistema de acai:readores que se expresan en for

ma constitutiva, como ,;-¡_ transporte activo para magnesio (17) o para los 

ácidos dicarboxílicos (18) - Cualquiera que sea el transporte utilizado, 

la Te penetra activamente al interior de la célula donde inhibe la sínte

sis de proteínas. 

Aunque su efecto primario no se encuentra bien dilucidado, se 

acepta que las tetraciclinas inhiben la síntesis de proteínas al impedir 

la unión del aminoacil-tRNA al sito A de la subunidad 305 del ribosoma -

(19). Sin embargo, estos <tntibióticos provocan una multitud de efectos -

secundarios, ya que se combinan con iones metálicos esenciales (20) y con 

compuestos cíclicoc,, como la ribofJavina y el ácido adenílico (21), además 

de inhibir el transporte de electrones (22). 

Mecanismo de resistencia a la Tetraciclina 

El mecanismo mas común de resistencia a los antibióticos de-

terminado por plásmidos, es la modificación química del antibiótico por ~ 

la presencia de enzimas específicas, como son: acetil transferasa, hidro

lasas, fosfotransferasas, etc. (7). Sin 8mbargo, como ya se mencionó, el 
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mecanismo de resistencia para las tetraciclinas no actua de esta forma; 

en este caso, ni el antibiótico ni el sitio blanco son modificados. 

La resistencia a la Te esta determinada por un gran número de 

plásrnidos naturales. Esta resistencia es inducible: es decir, las bacte 

rias incrementan su nivel de resistencia a la Te si se les expone previa

mente a dosis subinhibitoria del antibiótico (23). La resistencia se ex

presa por un decremento en la acumulación del antibiótico en el interior 

de la célula; este decremento se originap or una disminución de la perme~ 

bilidad de las células a las tetraciclinas (24). Levy et al. {25}, llega 

ron a la conclusión de que el mecanismo de resistencia parece estar aso-

ciado con la habilidad de las cepas resistentes a "bombear" al antibióti

co hacia el exterior de la célula. Este mecanismo es efectivo y reduce -

la concentración del antibiótico dentro de la célula a nivel más bajo que 

la concentración necesaria para que la asociación ribosoma-antibiótico -

pueda llevarse a cabo. 

El mecanismo de resistencia a las tetraciclinas no ha sido -

aún bien definido a nivel molecular; sin embargo, se sabe que la concen-

tración intracelular del antibiótico es menor en las c~lulas resistentes 

que en las sensibles. Esto se debe, al parecer, tanto a una disminución 

de la permeabilidad de las células al antibiótico, corno a una expulsi6n -

activa del mismo por la célula. 1\lgunos autores proponen que ademt.s dr. -

estos mecanismos existe un tercer modo de protección, el cual impido la -

interacción de las pocas moléculas presentes dentro.de la célula con los 

ribosomas (25). 
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El mecanismo de resistencia involucra la síntesis de proteí

nas específicas, las cuales al parecer se encuentran reguladas negativa

mente y son las responsables del fenómeno de resistencia. 

El estudio de diferentes plásrnidos que confieren resistencia 

a Te ha mostrado fuertes diferencias entre algunos de estos, lo cual ha -

originado que se proponga varias clasificaciones. 

Chabbert (26} clasificó a los factores de resistencia a Te -

en dos grupos, dependiendo de su comportamiento frente a la minociclina, 

que es una nueva clase de Te semi-sintética con una actividad mayor que -

otros antibióticos de esta familia. 

l. Grupo Tet A, el cual es asignado a aquellos factores que deter-

minan una resistencia media a la Te y una baja resistencia a la 

minociclina. 

2. Grupo Tet B. Dentro de este grupo se tienen a los plásmidos que 

determinan un alto nivel de resistencia a la Te y una resisten-

cia moderada a la rninociclina. 

El increme~to del nivel de resistencia durante la inducción -

es mayor para los plásmidos pertenecientes al grupo Tet A que los del gr~ 

po Tet B. La minociclina, a diferencia de la Te, es un mal inductor de -

la resistencia (27). 

McMurray, propuso otra clasificación para los factores de -

resistencia a la Te. Esta clasificación se basa en el nivel de resisten

cia de los plásmidos al antibiótico, proponiendo cuatro grup"os (28). 
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La Última clasificación que se ha propuesto y que reune a las 

anteiores, es la clasificación de Méndez ~!:!.· (29) • En esta clasifica 

ci6n los plásmidos se agrypan no solo por el nivel de resistencia que de

tenninan, sino por simili.tud genética detenninada por estudios de hibridi 

zación DNA-DNA. Con base en las diferencias a nivel genético y reuniendo 

las encontradas con anterioridad: nivel de resistencia a Te y comporta-

miento frente a la minociclina, se propusieron cuatro clases. Dentro de 

tres de estas clases se encuentra la mayoría de los plásmidos que conf ie

ren resistencia a la Te, con excepción de uno, el RAl, el cual fue coloc~ 

do en la cuarta clase, ya que no comparte caracter!sticas de ninguna de -

las anteriores. 

Las cuatro clases propuestas por Méndez et al. son: 

l. Clase A. Dentro de esta clase se encuentran plásmidos que expr~ 

san.baja resistencia a la Te y poca o ninguna resistencia a los 

análogos del antibiótico, minociclina y chelocardina. Estos de 

terminantes corresponden al grupo Tet A de Chabbert. 

Dentro de esta clase se incluyen plásmidos que presentan un c~ 

portamiento diferente a otros plásmidos de esta clase frente a 

la chelocardina, por lo que se les colocó en una subclase de la 

clase A. 

2. Clase B Plásmidos que se incluyeron dentro de esta clase expre· 

san una resistencia igual a los análogos de la Te que la Te mismft 

(Grupo Tet B de Chabbert) • 
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Dentro de esta clase existen determinantes con comportamiento f~ 

notípico diferente a la clase en cuanto al nivel de resistencia 

a Te, por lo que éstos son colocados dentro de una subclase de ~ 

la clase B. 

3. Clase C. esta compuesta por plásmidos que determinan baja resis

tencia a la Te y sensibilidad a los análogos del antibiótico. 

4. Clase D. Un sólo plásmido: RAl. Este plásmido determina alta -

resistencia a Te. 

J,a no hibridización del material genético del plásmido perten~ 

cientes a clases diferentes involucradas e~ la resistencia a la Te implica 

que plásmidos pertenecientes a una clase, codifican para productos no esp~ 

cificados por plásmidos de otro grupo. 

La clasificación y algunas características de la misma se mues 

tran en la Tabla I. 

A pesar. de las diferencias antes mencionadas, algunos plásmi-

dos pertenecientes a clase diferentes, codifican para proteínas de peso -

molecular, función y localización celular semejante. 

Durante la inducción de la resistencia, se sintetizan una o -

más proteínas membranales. Una de estas proteínas inducibles de membrana 

ínter.na se ha denominado proteína TET, y es posiblemente la proteína más -

importante en el fenómeno de la resistencia al antibiótico en los plásmi-

dos pertenecientes a la clase B. El peso molecular de la proteína TET es 

de 36 Kd y s11 función parece relacionarse c.:on el fenómeno de exclusión de 



TABLA I 
::; CLASDFICACION DE LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA A TETRACBCUNA 

' 
Resista te 

Resistencia a anak>gos 
Plasmkto Homo§og!a con el Claae Plasmldo (µg/mO 

(1-19/ml) "'rototipo marcador TcR 
mmoc chelo 

A RP4,RP1 >75:$;150 ~5>10 <5 RP1 Fragmento Smal 

R446b,plP 15 de RP1 (750 pb) 

plP7, pP113 

A1 R386,N3 75 :2:5<10 ~5<10 R386 

B R222,p!P67 ~150<200 ~10 :2:5 R222 Fragmento de Hnd 1 

R136, IR455 de Tn 10 (4485 pb) 

R688,R7 
R621a,R724 

81 R725,R27 ~50.S 100 ~5<10 ~6<10 R27 

e pSC"1101,R144 S25 <6 <5 pSC101 Fragmento de BSTN1 

SP219, pR620 de pBR322 (780 pb) 

D RA1 100 <5 <5 RA1 No son de clase A, B o C 
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la Te de la célula (30). Proteínas TET de 34 Kg de peso molecular, fun-

ción y localización semejante, son codificadas por determinantes perten~ 

cientes a las dos clases restantes (Jl) • Este tipo de semejanza ha sido 

encontrado también para otras proteínas involucradas en la resistencia a 

Te determinada por plásmidos pertenecientes a diferentes clases. 

A pesar de que las diferentes secuencias de DNA implicadas en 

el fenómeno de resistencia parece no tener un origen común y haber evolu

cionado separadamente una de otra, existe una clara convergencia evoluti

va entre ellas, ya que sus productos actúan de manera semejante. 

Esta aparente convergencia evolutiva sucitó nuestro interés -

para tratar de conocer algunos aspectos sobre la regulación de la resis--

tencia a Te en diferentes plásmidos. 

Existen diferentes niveles de regulación de la expresión gen~ 

tica que pueden ser abordados. Uno de ellos es una ~osible regulación d~ 

pendiente del estado de superenrollamiento del DNA ( 32) • F.xistt'r. dat:os -

interesantes a este respecto, en los que se ha vist:o '.1ue dependiendo de -

este estado algunos genes específicos pueden modular su nivel de trans--

cripción, e incluso algunos genes que han sido relajados no pueden ser 

transcritos los cuales hacen suponer que este mecanismo es importante pa-

ra la expresión genét]ca. 
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Resultaba importante el estudiar este nivel de regulación so

bre la expresión de los genes de resistencia a Te en diferentes plásmidos 

y observar si existía alguna semejanza entre ellos. 

Existen varias hipótesis sobre el papel que desempeña el esta 

do de superenrollamiento del DNA para la transcripción, una de ellas es -

que algunas regiones promotoras de genes puedan ser abiertas (complejo de 

iniciación) más fácilmente, sólo si se encuentran superenrolladas. 

En los siguientes párrafos abordaremos algunos aspectos sobre 

la estructura tridimensional del DNA y su posible intervención en la re~ 

lación. 

DNA Girasa Estructura y Función 

La DNA girasa o topoisomerasa II cataliza el superenrollamie~ 

to negativo del DNA circular cerrado de doble cadena, en una reacción de

pendiente de energía como se ve en la Fig. 4. 

La girasa pertenece al grupo de enzimas denominadas TOPOISO~ 

RASAS, que tienen corro sustrato al DNA, dando lugar a conformaciones se-

cundarias de otros órdenes (33), 

El DNA, tanto de organismos procariontes como de eucariontes 

se encuentra normalmente superenrollado. En los primeros este superenr~ 

llamiento es negativo¡ es decir, en dirección opuesta a la doble hélice, 

dando un giro aproximadamente cada 15 vueltas de la hélice Watson Crick 

(Forma B del DNA) ; este superenrollamiento al parecer alivia la tensión 
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Fig. 4.- REACCION CATALIZADA POR LA TOPOISOMERASA lI 
( ONA GIRASA) 

ATP 
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generada por la estractura t.ridimensional del DNA (34). 

La DNA girasa es la única topoisomerasa conocida en precario!!_ 

tes que cataliza el superenrollamiento del DNA (35). Esta enzima esta -

a1,drentemente conservada aún en eucariontes ya que se han encontrado enzi 

mas semejantes (36). La girasa es una enzima tetramérica, con un peso -

molecular de 400 Kd compuesta de dos subunidades diferentes (dos subunid~ 

des A y dos B) a
2 

B2 . La subunidad A, que pesa 105 Kd. esta codificada -

por el gene gyrA (nalA) . Esta subunidad cataliza las reacciones de corte 

y reunión del DNA y determina la sensibilidad de la célula a los ácidos -

nálidixico y oxolínico. La subunidad Bes una proteína de 95 Kd., codifi 

cada por el gene ~ (couB) y media las actividades que requieren la pr~ 

sencia de ATP ya que es una ATPasa. Esta subunidad controla la sensibili 

dad a coiimermicina Al y a la novobiocina (37). 

La reacción de superenrollamiento presenta dos componentes: -

a) un proceso dependiente de ATP, el cual reduce el número de cruzamiento 

(línking number) (38) , introduciendo un superenrollamiento negativo en el 

DNA circular duplex. 

b) una reacción de corte y cierre que resulta en el relajamiento de la 

molécula de DNA en ·ausencia de ATP. 

El modelo más reciente que explica el superenrollamiento ne-

gati vo del DNA, es el mecanismo de inversión de signo (39) • En este mode 

lo se postula que la DNA girasa introduce vueltas tanto positivas como ne 

gativas; posteriormente las vueltas de signo positivo son pasadas al sig

no negativo por medio de un corte de doble cadena como se puede ver en la 

Figura S. 



Fig. 5 
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(-) 

INVERSION DE SIGNO 

RUPTURA REUNION 
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Existen inhibidores específicos para cada una de las subuni

dades de la DNA girasa y aunque todos ellos provocan el relajamiento del 

DNA; funcionalmente son diferentes. El ácido nalidíxico y el ácido oxo

línico actuan sobre la subunidad A relajando el DNA; como efecto colate

ral provocan cortes en el DNA. La coumenrmicina y la novobiocina inhi-

ben la subunidad B y como consecuencia existe un relajamiento del DNA -

(40). En§_. col.i, la DNA girasa cataliza una reacción adicional que es 

la concatenación y desconcatenación del DNA al efectuar cortes de doble 

cadena en la molécula de DNA. 

Las actividades de esta enzima y de los inhibidores se ven en 

la Figura 6. 

La DNA girasa se encuentra involucrada en varios procesos -

celulares, entre ellos tenemos: .superenrollamiento del cromosoma (41), 

replicación (42), reparación (43), transposición (44), transcripción 

(45), etc. 

En las bacterias, la mayoría de la regulación de la expre--

sión genética que ocurre a nivel de transcripción, se debe a proteínas -

reguladoras (represores o activadores), a catabolitos que interaccionan 

con el DNA o con las proteínas regulatorias. Sin embargo gran can~i~~~ 

de estudios i.!!, ~ (46) e in ~, han mostrado que los inhibidores de 

la girasa interfieren selectivamente con la expresión de algunos genes -

(47). Se ha encontrado que algunos genes se ven altamente afectados al 

inhibir la girasa mientras que otros no, sienco clasificados como genes 

dependientes o independientes de girasa. Esta dependencia o independen

cia al parecer responde a características del propio gen y puede ser ex-
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plicada por el contenido de A-T y G-C en la zona de iniciaci6n de la 

transcripci6n, de tal manera que genes ricos en A-T son independientes -

en comparaci6n con los ricos en G-C (47) • Otra posible explicación es -

la propuesta por Sanzay (46) en la cual se propone que la relajación del 

DNA modifica la interacci6n RNApolirnerasa- DNA en promotores sensibles a 

represión catab6lica. 
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III.QBJETIVO 

El fenómeno de resistencia a antibióticos por plásmidos es -

muy estudiado; no solo porque médicamente es de gran importancia, sino -

porque el fenómeno en sí a.bre una puerta hacia el conocimiento de meca-

nismos desconocidos. 

La resistencia de las bacterias hacia el antibiótico Te ha -

sido ampliamente estudiada, ya que a diferencia de otras resistencias en 

plásmidos ésta es sumamente compleja, tanto por el número de determinan

tes que han coevolucionado, como por el número de proteínas involucradas 

en ella. 

El estudio de este mecanismo de resistencia ha sido extenso 

en lo que se refiere a las diferentes proteínas inducidas, a los niveles 

de resistencia y a su comportamiento frente a análogos del antibiótico; 

sin embargo, queda un gran número de preguntas por resolver. Existe toda 

una serie de aspectos que aún no han sido abordados en lo que se refiere 

a los fenómenos de regulación de la resistencia que ha llamado nuestra -

atención. El objetivo general de este trabajo es el estudio de algunos 

mecanismos regulatorios de genes involucrados en la resistencia a Te en 

diferentes pl~smidos. 

como se mencionó, el estado de superenrollamiento del DNA -

puede ser visto ~orno un nivel más de regulación de la expresión genética 

y se tiene la evidencia de que un gel involucrado en la resistencia a la 

Te en un plásmido construido in ~ (pBR322) depende para su expresión 
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de girasa (48). Esto ha motivado nuestro interés para llevar a cabo un 

estudio más completo sobre la influencia de la DNA girasa en la expre-

sión de los genes de resistencia a Te de plásmidos naturales perteneci~n 

tes a las diferentes clases propuestas por Mén<lez ~ ~- (Tabla I). 

Este estudio prtende determinar si existe alguna similitud 

en la regulación a nivel de la superestructura del DNA, a través de la 

expresión de las diferentes proteínas involucradas, ya que si bien la se 

cuencia de DNA es diferente, las características de éstas, como se men-

cionó, son semejantes. 
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VI • SISTEMA EXPERIMENTAL 

El sistema experimental usado fué el de minicélulas (49) que 

son "células" carentes de cromosoma que derivan de la región polar de la 

célula productora por una división aberrante. Se han encontrado cepas -

mutantes productoras de minicélulas en varias especies bacterianas como 

~- ~ (50), ~· typhymurium (51), Bacillus subtilis (52) y HeT.10phylus -

influenzae (53). Las cepas productoras de minicélulas en É!.• coli deri-

van de la cepa P678-54, la que presenta dos mutaciones cromosomales: 

minA y minB (50). 

Las minicélulas se producen en forma continua durante el ere 

cimiento de la cepa productora, pero su producción aumenta durante la f~ 

se estacionaria del cultivo. Estas "células" tienen un tamaño pequeño -

(0.70 µ) en comparación con las células normales {2.8 x o.soµ), lo que 

facilita su purificación. Las minicélulas conservan, a excepción del -

cromosoma, todas las características de la célula de donde derivan: pa

red celular, membrana celular, ribosomas, RNA, proteínas y sistema de g~ 

neración de energía; son células mótiles con una vida media de 48 horas. 

Una de las características más notables de las minicélulas, 

es que a ellas se segregan los plásmidos presentes en la célula progeni

tora, los cuales pueden ser estudiados sin la interferencia del cromoso

ma (54). Existen plásmidos que prácticamente no se segregan a las mini

células como son F' y el fago Pl, probablemente debido a que éstos se en 

cuentran asociados al cromosoma de la célula {49). Las minic~lulas, al 
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igual que la célula de donde derivan, tiene la capacidad de conjugación 

y pueden ser infectadas por fagos. 

Todas estas características han sido ampliamente utilizadas -

para estudiar diferentes fenómenos: división celular, distribución de -

macromoléculas (55) , transcripción, traducción, conjugación (56) , estruc

tura de 1a pared celular. Las minicélulas se utilizan también para estu

dios de expresión genética de plásmidos naturales o recombinantes (57) . 

Para nuestros propósitos las minicélulas resultan ser un sis

tema muy útil, ya que a través de éste es posible observar la expresión -

diferencial de los plásmidos involucrados en la resistencia a la Te, sin 

la interferencia de las proteínas codificadas por el cromosoma. De los 

sistemas que existen para este tipo de estudios: Zubay (58)_, maxicélu--

las (59), y minicélulas, este último es el más fácil de manejar y el que 

más se acerca a las condiciones i:!! vivo. 

Plásmidos 

Los plásmidos utilizados se enumeran en la Tabla III, cada -

uno de ellos pertenece a una clase diferente (Tabla I) y sus caracterís

ticas se describen a continuación: 

l. Plásmido pSClOl. Este plásmido fué considerado por mucho tiem

po un derivado, del plásmido R-65 por técnicas de manipulación 

in ~ (60) ; sin embargo, al parecer pSClOl es un plásmido -

natural anteriormente denominado SP219 (61) • 
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El plásmido pSClOl codifica para cuatro polipéptidos involu

crados en la resistencia a Te; de los cuales, uno se sintetiza constitu

tivamente y tres son inducibles con Te (62)i 

a) Polipéptido de 34 Kd. Es una proteína inducible de membrana i~ 

terna, cuya función se relaciona con el bloqueo de la entrada -

del antibiótico a la célula. Es una de las proteínas más impoE_ 

tantes, ya que por sí sola puede conferir el fenotipo de resis

tencia de la célula al antibiótico (63). 

b) Polipéptido de 24 Kd. Es una proteína membranal inducible, su 

función se desconoce hasta la fecha. Sin embargo;' su ausencia 

no altera la resistencia a la Te por lo que se concluye que no 

es necesaria para ésta (64). 

e) Polipéptido de 18 Kd. Es una proteína de la membrana interna, 

su expresión es constitutiva e interviene, al igual que la pro

teína de 34 Kd, en la baja de la permeabilidad de la células al 

antibiótico. 

d) Polipéptido de 14 Kd. Esta proteína es inducible y reduce la -

unión rápida dependiente de ATP de la Te a la célula. 

Se ha propuesto además la existencia de un polipéptido represor 

de 36 Kd (65) (Apéndice 1). 

2. Plásmido RlOO. Este plásmido pertenece a los tipo "R" multire

sistentes. La resistencia a la Te en este plasmido se encuen-

tra en el RTF, separada de todas las demás resistencias. Esta 
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resistencia se localiza en el transposón TnlO (66). Un transpo-

són es una secuencia de DNA, la cual puede transferir una copia 

de ella, COR!o una unidad discreta d otro sitio del DNA (cremoso-

ma, plásmido o fago) . Estra transferencia no utiliza el sistema 

de recombinación generalizada dependiente del gen ~ de la cé-

lula sino que ~e lleva a cabo por un sistema denominado de roca!!!_ 

binación ilegítima el cual necesita de homología mínima para fun 

cionar (67). El ~es un transposón de 9,300 pb dentro de las 

cuales se incluyen tres secuencias (68) : una secuencia única de 

6,500 pb con la información nccc5aria para la resistencia de 

a la TC y do!:l secuencias invertidas repetidas de 1, 400 pb llama-

das 151-0, dentro de las cuales se encuentran incluídas todas las 

funciones necesarias para la transposición (69). Estas secuen--

cias flanquean a la secuencia únicn como se ve en la Figura 7. 

FIGURA 7. 
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La frecuencia de transposición calculada para el Tn!2_es de -

un evento por cada 106 células; es decir, de 10-6 (70). Una propiedad i!!_ 

teresante de este transposón, es que cuando los genes involucrados en la 

resistencia se encuentran presentes en plásmidos multicopia (más de dos -

copias/cromosoxn~) el nivel de resistencia expresado disminuye cerca de 

diez veces con respecto al determinado por un TnlO en estado monocopia 

(150 ~g/ml). Esto se ha explicado por una sobreproducción de represor 

(71) o bien por una regulación que impide la expresión excesiva de la pr~ 

teína TET (72) • 

En el plásmido RlOO han sido reportadas tres proteínas induc.!_ 

bles con Te cuyos pesos moleculares son de 36, 25 y 15 Kd respectivamente: 

a) La mayor de estas proteínas (36 Kd), ha sido llamada proteína --

TET, se localiza en la membrana interna y su función al parecer 

es bloquear la entrada del antibiótico a la célula disminuyendo 

la permeabilidad de la membrana. Esta proteína se encuentra re-

gulada negativamente por un represor que es inactivo en presen--

cia de Te (73). 

b) La proteína de 25 Kd ha sido identificada como la proteína repr~ 

sora (Tet R) de la proteína TET (74). 

La regulatión de este sistema es sumamente compleja, ya que -

la proteína Tet R, en ausencia de Te, reprime a la proteína TET y a su --

propio producto, pero su síntesis es inducida con la presencia del anti--

biÓtico. Es una proteína membranal y deleciones de su gen estructural --

disminuyen el nivel de resistencia de la célula, lo que demuestra que ade 
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más de ser represor, interviene directamente en la resistencia. 

e) La proteína de 15 Kd, reportada por Yang (75) , se observa únic!!_ 

mente en minicélulas que contienen RlOO, por lo que se propone 

que posiblemente este codificada por una región del RlOO fuera 

del TnlO. Su función se desconoce (76). 

3. Plásmido RP4. Este plásmido proviene de Pseudomona aeruginosa. 

Aunque ha sido ampliamente usado para estudios genéticos, no se 

tiene ninguna información acerca de las proteínas codificadas 

por este plásmido relacionadas con la resistencia a Te. 

Recientemente se reportó que la región involucrada en la resis

tencia a Te de este plásmido es la misma que la encontrada en -

el pRSDl. (77) que pertenecen a la misma clase 

4. Plásmido pDSDl. Este plásmido que confiere resistencia a Te, -

fué aislado en E. coli donde se demostró que pertenecía a la mis 

ma clase que RP4. Es un plásmido en el cual el nivel de resis

tencia se incrementa aproximadamente diez veces si es previame~ 

te inducido (78). En condiciones de presión fuerte, con altas 

concentraciones del antibiótico, han sido aisladas moléculas con 

la región de resistencia amplificada (región TET) • Esta amplif.!_ 

cación se lleva a cabo por recombinación, dando lugar a rnolécu-

las que contienen la región TET repetida hasta siete veces, por 

lo que el nivel de resistencia al antibiótico se incrementa (79) 

La resistencia a ia Te en este plásmido se encuentra localizada -

en el transposón Tn 1721 de 11.4 Kb (79). Este transposón contie 
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ne dos secuencias invertidas repetidas de 38 pb que lo flanquean 

y una tercera idéntica a las anteriores, que separa a la región 

pm 

de la resistencia de lo que se ha llamado el transposón menor -

( 79) (Figura 8) . 

FIGURA 8 
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V. MATERIALES Y METODOS 

l. Cepas Bacterianas y Plásmidos 

Las cepas bacterianas y los plásmidos utilizados en este tra

bajo, se muestran en las Tablas II y 111 respectivamente. 

2. Medios de Cultivo 

a) Medio Luria. 

b) Medio Fry. 

Bactotriptona 10 g; extracto de levadura 5 g; 

NaCl 10 g; agua destilada a 1 litro; pH 7.2 ajus

tado con NaOH 2.5 N. 

Extracto de carne 10 g; bactopeptona 5 g; NaCl --

10 g; agua destilada a 1 litro. 

e) Medio Me. Conkey. Medio Mc.conkey 50 g en 1 litro de agua desti

lada. 

d) Medio Mínimo (M.M.). KH2P04 3 g; NH4Cl 1.9 g; Na2P04 6 g; 

NaCl 0.5 g, agua destilada a 1 litro. Esterili-

zar y añadir Mgso
4 

(25%) 1.0 ml; azúcares (20%) -

10 ml; tiamina (0.1%) 0.16 ml. 

LOS aminoácidos requeridos se añaden a una concentración final -

de 20 µg/ml. 

e) M.M. suplementado con casaminoácidos (M.L.). La solución con -

las sales se prepara por separado a una concentración 10 veces -

mayor: 



TABLA II 

CEPAS UTILIZADAS 

Cepa Plásmido 
Marcadores del 

Marcado:i;es cromosomales Fuente 
plasmido 

- - r 
Plasmid Ref. Center 1) J53 N-3 Te, Sm, Sp, su, Hg Pro , MeT , 

- r 
Plasrnid Ref. Center 2) J53 RP4 Te, Ap, Km, Nm Pro , Met, 

3) X984 RlOO Te, ~· Sm, Sp, Su, T65, rnin A min B, pltrE, P¡fC, S.B. Levy 
Hg, F His- ~T3R, cycA cycB , xye-, 

MeT-, Ilv-

4) RN45 pRSD-1 Lac -Te , - Thr-, Thy-, ~' SupE, R. Schmitt Leu , 
nalA 

5) P6788-54 thrl,. leu6, lac Yl, min·A, ~2, Bol!var 
r~s Ll35, supE 44, thy-l 

6) P678-54 pBR322 Te, Ap " Este trabajo "' "' 
7) P678-54 pSClOl Te Willets 

8) P678-54 RlOO cm, Srn, Te, Sp, su, " Este trabajo 
Hc:t 

9) RP4 Te, Sp, Km, Nm " Este trabajo 

10) pBR322 Te " Este trabajo 

11) N-3 Te, Sp, Sm, su, Hg " Este trabajo 

12) recA56, ~ pro XIII, Su - SpR, r 
Kleckner NK6641 , Nancy 

13) NK5830 i"L&pro + lac + Su-R recA56, - lac 12roXIII., NalR, Nancy Kleckner F lac , Arg , 
Rif 

14) NK5830 lac/pNKfil i °LB + lac+ Te su-R reeA56; Arg, lac 12roXIII, NalR--·- Este trabajo F pro , 
Sp Rif 



TABLA III 

PLASMIDOS UTILIZADOS 

Plasmido 
Huésped 

Fenotipo/genotipo 
p.M. Copias/ 

Fuente 
original (Mdal) cro=osoma 

1) pSClOl Sallrnonella Te 5.8 6-8 Willets 
sp 

2) RlOO Salmonella Tra+, Fi+(F), Dps, Au, 70 1-2 s. Levy 
flexneri Fa, Sm, Sp, Su, Te, Hg 

Tra+, Sps, Fi -3) RP4 Pseudornona , Ap 36 1-3 P. Ref. 
aeuroginosa Km, Nm, Te Center 

-4) pRSDl Escheriehia Fi (F), Te 30 2-3 Sehrnitt 
eoli 

r..,, 
+ "" 5) N-3 Shigella sp Tra , Dps, Fi(F), 33 1-2 P. Ref. 

Sm, Sp, Te, Hg, HspII Center 

6) pBR322 in vitro ---- Ap. Te 2.8 35 Bolívar 

7) pNKSl in vitre Te(TnlO), Ap 9.0 N. Kleekner 
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Sales lOX NH
4

Cl 

NH
4

No
3 

Na
2
so

4 

K
2

HP0
4 

KH
2

Po
4 

25 g 

5 g 

10 g 

4S g 

15 g 

Agua destilada a 500 ml 

Para preparar l litro de medio mínimo completo se mezclan: 

Sales lOX 100 ml 

Agua destilada BSO ml 

Se esterilizó y se agregó: Mgso4 

(0.1%) 0.08 ml.; glucosa (20%) 25 ml; casaminoácidos (201&) 25 ml 

y los aminoácidos requeridos a una concentración final de 

20 ug/ml. 

f) .Agar blando. Agar 7 gr.; NaCl 8 gr.; luria 30 ml 1 agua destila

da a l litro. 

g) Medio de conservación. Caldo nutritivo l g; NaCl 800 mg; trip~ 

fano 0.20 g; agar 600 mg; agua destilada a 1 litro. 

h) Medio s6lido. Se agregaron 20 g de agar por litro de cultivo pa-

ralos medios descritos. 

i) Antibi6ticos. LOs antibióticos usados en este trabajo y la con-

centración de éstos fueron: ampicilina 200 µg/ml; 

estreptomicina SO y 200 µg/ml; tetraciclina 5 y 

25 µg/ml; kanamicina 25 µg/ml; cloramfcnicol 

25 µg/ml espectinomicina 25 µg/ml; sulfadiacina 

50 pg/ml. 
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3. Reactivos 

Los reactivos 1.itilizados fueron obtenidos de las siguientes -

casas comerciales: 

a) Bio-Rad Lab., USA: Agarosa, azul de Coomasie, B-rnercaptoetanol, 

persulfato. de amonio, poliacrilamida, bis-acrilami

da, dodecil sulfato de sodio (SDS), TEMED (N,N', -

N'-tetrametildiamina) 

b) Difco, USA: Extracto de carne, caldo nutritivo, medio McConkey 

agar, triptona, extracto de levadura, peptona, casa 

mi.noácidos. 

c) Schlecher and Schuell. Filtro de hibridización. 

d) Merck, S.A. Prolina,· Leucina, formamida, dimetil-sulfoxido 

(DMSO), 2,5, difeniloxazol (PPO), urea. 

e) Pharmacia, USA: Sephadex G 25 

f) New England Nuclear, USA: (
35

s) Metionin~,: (32
Pa) CTP 

g) Sigma de México: Bromuro de Etidio, ficol 6000, antibióticos, ami 

~oácidos, polivinilpirrolidona, EDTA, tris, HCl. 

h) Baker: Sales, azul de bromofenol, todos los demás. 

METODOLOGIA 

l. Metodología Básica 

l.l siembra en medio sólido, Las bacterias se sembraron sobre medio -

sólido utilizando cuatro métodos: 
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Siembra por estría. Las bacterias se distribuyeron sobre la -

caja de Petri con un asa de cultivo. 

Siembra por parchado o replicado. Este método se uti1izó para 

probar los diferentes marcadores genéticos de una cepa bacte--

riana. Consiste en tomar colonias aisladas con un palillo es

téril y sembrar en medio Luria sólido, las cajas se incubaron 

hasta tener crecimiento visible, posteriormente se transfirie

ron a otras cajas por medio de un terciopelo estéril. 

c) Siembra por espatulado. La suspensión bacteriana (O.l ml) se 

colocó sobre la caja de Petri y se distribuyó con una espátula 

de vidrio. 

d) Siembra por vaciado. Se mezcla 0.1 a 0.5 ml de la suspensión 

bacteriana con 3 ml de agar blando licuado y se vertió sobre 

cajas de medio sólido distribuyéndolo homogeneamente. 

1.2 Cultivo en líquido. Para el cultivo en líquido se inocularon 10 ml 

de caldo Luria con 0.2 ml de un cultivo estacionario de la cepa -

requerida. El cultivo se incubó a 37°C con agitación en un matraz 

nefelométrico. La progresiva turbidéz del cultivo se cuantificó -

periódicamente en 11nidades de densidad óptica a 550 nm 11tilizanño 

un espectrofotómetro Bauch & LOmb. 

1.3 Conservación de las cepas. Las diferentes cepas utilizadas se r.o~ 

servaron a 4ºC usualmente en cajas de Petri con el medio adecuado. 

Bajo estas condiciones, las cepas deben ser resembradas frecuente

mente {cada tres semanas aproximadamente) . 
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Otros métodos de conservación utilizados fueron~ 

a) Conservación en medio sólido¡ en el cual la cepa que se quiere 

preservar, previamente estriada en medio fresco, se sembró por 

piquete en el medio de conservación. Estos se conservaron a 

temperatura ambiente. 

b) Conservación en glicerol; en el cual se mezcló 1 ml de un cul

tivo estacionario en Luria de la cepa y l ml de glicerol esté

ril al 80%. La conservación se hizo a -20°C. 

Las cepas que contienen transposones, se conservaron en glice

rol al 40% a -70ºC. 

2. Construcción de las cepas 

Los plásroidos utilizados en el trabajo fueron transferidos 

de su cepa original a la cepa P678-54 productora de roinicélulas. Esta -

transferencia fué hecha por dos métodos: los plásroidos movilizables 

(pRSDl, RlOO, N-3 y RP4) se transfirieron por conjugación y los plásroi-

dos no movilizables (pBR322, pSClOl, y pNKBl), por transformación (Tabla 

II). 

La construcción de la cepa NK5830/Flac-pNKBl fué hecha a PªE. 

tir de la cepa NK5830/F lac. El plásmido pNK81 se introdujó por trans-

formación, utilizando el DNA del plásmido gue fué generosamente donado -

por N. Kleckner. (80). 
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2.1 Método de conjugación. Se hicieron conjugaciones a tiempos largos, 

siguiendo básicamente el método de Miller (81): 

a) Tanto la cepa receptora como la donadora se crecieron por seP:e. 

rado hasta la fase estacionaria. 

b) Se mezcla en una proporción de diez veces mas cepa receptora -

(10 ml) que cepa donadora (1 ml). 

c) Se incuba a temperatura ambiente, sin agitación, durante 18 -

horas. 

d) Se estría en una caja con el medio sólido adecuado. Posterior

mente, el fenotipo de las exconjugantes se prueba por parchado. 

En el caso del N-3 s~ observó que este no conjugaba eficiente-

mente bajo las condiciones descritas, por lo que se efectuaron 

algunas modificaciones. En este caso la conjugación se hizo -

sobre medio sólido, lo que penniti6 un mejor contacto entre la 

cepa donadora y receptora: 

i) Ambas cepas se crecen en la forma descrita. 

ii) Los cultivos se mezclan a la proporción descrita, y se fil 

tran a través de un filtro milipore HAWP 02500 de 0.45 um. 

iii) El filtro se incuba sobre medio sólido Luria, toda la no-

che a 37ºC. 

iv) Se translada a medio Luria con 1 µg/ml de Te y se incuba -

por tres horas para inducir la resisLencia. 

v) El filtro se raspa y estria con el medio selectivo. 
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2.2 Transformación de cepas de E. coli 

El método de transformación utilizado fué el descrito por 

Cohen et al. (82) con algunas modificaciones: 

a) 10 ml de cultivo con células en fase exponencial a 0.4 o.o. 
. 8 • 

550 run (aproximadamente 4 x 10 celulas por ml se centrifuga 

a 10,000 rpm por 5 min a 4ºC. 

b) La pastilla se lava con una solución de NaCl 10 mM fría y se --

resuspende en 5 ml de Cacl
2 

30 mM frío. Se incuba en hielo por 

20 min. 

c) Inmediatamente, 0.2 ml de esta suspensión de células se adicio-

na a un tubo que contiene 2 mg de DNA puro circular cerrado en 

30 mM d~ cacl2 en un volumen final de 0.1 ml. 

d) El tubo se mezcla suavemente e incuba por 60 min a OºC. 

e) La mezcla se incuba a 42°C por 70 segundos (pulso térmico) e --

inmediatamente se translada a OºC por 5 min. 

f) Se agregan 3 ml de caldo Luria y se incuban a 37°C con agitación 

por 3 horas. 

g) Las células transformantes se seleccionan en medio Luria sólido 

con Sm 200 µg/ml y Te 5 µg/rnl. 

3. verificación fenotípica y visualización de los plásmidos. 

El fenotipo de las células construídas se verificó por parch~ 

do y replicado en los medios convenientes para cada plásmido (Tabla II). 
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La ~resencia de los plásmidos y sus pesos moleculares se probÓ a través 

del método de lisado claro y microensayo de DNA de los plásmidos. 

3.1 Método de lisado claro (según Romilio Espejo, comunicación personal). 

a) En 10 ml de caldo Luria se inocula 1 ml de la cepa precrecida -

toda la noche, se incuba con agitación a 37ºC hasta la fase ex

ponencial media (n.o.
550 

nm a 0.7). 

b) El cultivo se centrifuga a 3,000 rpm por 10 mina 4°C. El pre

cipitado se lava con 10 ml de amortiguador TE (trizma base 

50 mM, EDrA 0.3 rnM pH 8.) y se resuspende en 0.25 ml del mismo 

amortiguador. 

e) Se añade 0.5 ml de NaOH 1 M, se mezcla suavemente e incuba a --

37ºC por 10 min. 

d) Se añade O.OS ml de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% y se in

cuba a 37ºC por 10 min. 

el A continuación, se adiciona 0.06 ml de la solución neutralizado 

ra (Tris-HCl 2.4 M, trizma base 0.2 M) y se mezcla suavemente. 

f) Se incuba de 3-5 horas a SOºC y a -20ºC de 12 a 16 horas. 

g) La fracción viscosa se elimina por decantación. A la fracción 

acuosa se le agrega azul de bromofenol O.li y glicerol 10%. 

h) La muestra se analiza posteriormente por electroforesis. 

3.2 Microensayo del DNA de plásmido 

se utilizó el método modificado de extracción alcalina del -

DNA de plásmido reportado por Birboin y Daly (83) • 
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Soluciones utilizadas: 

I 2 mg/ml de lisozima en SO mM de glucosa, 10 mM EOTA y 25 mM -

Tris-llCl pH B.O. 

II 0.2 N NaOII y 1% de SOS 

III 3M de acetato de sodio pH 4.8 (El pH se ajusta con ácido acéti 

co glacial) • 

IV 0.1 M acetato de sodio en 0.05 M Tris-HCl pH 8 

V 1 mg de RNAsa en 1 ml de solución 5 mM Tris-HCl pH a (esta sol~ 

ción se incuba a BOºC para inactivar DNAsas contaminantes). 

Procedimiento: 

a) Se centrifuga 3 rnl de cultivo precrecido durante 18 horas en 

una microfuga Eppendorff por 10 min. Las células se lavan con 

10 rnM de NaCl y se resuspenden en 150 µl de la solución I, in 

cubándose en hielo por 30 min. 

b) A las células se les agrega 400 µl de la solución II mezclan

do suavemente. 

e) Se incuba 5 min en hielo y se agrega 350 µl de la solución -

III, mezclando por inversión. 

d) El tubo se incuba 5 mina -40ºC (hielo seco). Durante este -

tiempo se precipita el DNA crornosomal, proteínas y RNA de al

to peso molecular. 

e) Se centrifuga por 10 min, al sobrenadanete se le agrega eta-

nol hasta la parte superior del tubo con el fin de precipitar 

el DNA del plásmido. Se incuba a -40°durante 30 min. 
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f) El precipitado se colecta por centrifugación y disuelve en -

150 µ1 de la solución IV. Se precipita con 450 µ1 de etanol 

a -20°C. 

g) Se repite el paso anterior. 

h) Se centrifuga por 10 min. y el precipitado se seca para eli-

minar el etanol. 

i) Se resuspende en 36 µl de agua más 2 µ1 de la solución v. se 

incuba a 37ºC por 20 min. 

El DNA obtenido puede utilizarse para digestiones con enzimas 

de restricción o bien directamente para electroforesis. 

4. Determinación de los niveles de resistencia a Tetraciclina. 

La determinación de los niveles de resistencia se llevó a cabo 

de la siguiente forma: 

Se inoculó 5 ml de Luria y 5 ml de Luri~ con 1 µg/ml de Te 

con 0.5 ml de células en la fase exponencial, se incubó en matraces nefe--

lornetricos de 250 ml a 37ºC con agitación lenta hasta una 00550 nm de 0.2 

(aproximadamente 1 x 108 células/ml). 

Se sembró por espatulado O.l ml de la dilución 10
6 

de los cu!_ 

tivos no inducidos e inducidos con Te en Luria sólido y Luria sólido con 

l µg/ml de Te respectivamente. Las colónias resultantes se replicaron en 

cajas con O, 25, 50, 75, 100, 150 y 200 g/ml de Te. 

La concentración a la cual existe aproximadamente el 50% de 

células sobrevivientes se tomó como el nivel de resistencia de la cepa. 
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5. Curvas de Crecimiento 

Las curvas de crecimiento fueron hechas de la manera sigui~ 

te: se inocularon matraces nefelométricos con 10 ml de medio Luria o ML 

con 0.2 ml de células en fase estacionario e incubaron a 37ºC con agita-

ción midiendo la 00
550 

nm a diferentes tiempos. 

G. Ensayo de Transposición 

El método utilizado fué el descrito por N. Kleckner (80) con 

algunas modificaciones: • 

a) Para cada ensayo se inoculan por separado 3 colonias aisladas 

de la cepa donadora NK5830/Flac pNKBl en medio Luria y se cre

cen con agitación a 37ºC a una DO 
550 

nm de 0.2. 

b) Se mezcla 1 ml de estos cultivos con 2.5 ml de un cultivo de 

la cepa receptora NKGG41 (Tabla II) precrecida a una o.o.
550 

nm 

de Q.35. La mezcla se incuba a 37ºC sin agitación por 60 min. 

c) Se agita vigorosamente y las exconjugantes (NK6641/Flac) se se

leccionan sembrando por vaciado 0.2 ml de una dilución 10-
5 

del 

cultivo en medio mínimo (M L) con sm. 

d) Las células en las cuales se efectua la transposición (NK6641/ 

Flac:: TnlO), se seleccionan sembrando por vaciado 0.5 ml del -

cultivo sin diluir, en medio mínimo con Sm 200 µg/ml. 

e) La frecuencia de transposición se calcula de la siguiente mane-

ra: 
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Frecuencia de Transposición Núm. de exconjugantes/rnl donde existió transp. 
Núm. de exconjugantes/ml totales 

7. Purificación de minicélulas 

Siguiendo básicamente el método de Curtiss (49). 

al Las cepas con pSClOl, pRSDl, RP4 y N-3 se estrían en medio Luria 

sólido adicionado con Te 5 µg/ml y las cepas con RlOO y pBRs22 

con Luria con Te 25 µg/m1. 

b) Se suspende una asada de la cepa productora de minicélulas con -

el plásmido deseado en 3 ml de medio mínimo (ML) y se ajusta a -

una .00 550 nm de 0.1. 

e) Se inocula un litro de medio de cultivo ML con l ml de dicha sus 

pensión bacteriana y se incuba a 37°C con agitación contínua a -

200 rpm durante 17 horas. 

d) Las células se colectan a través de 2 centrifugaciones diferen--

ciales: la primera, a 2,500 rpm por 5 minutos a 4°C, paso para 

enriquecer minicélulas en el cual se descarta la pastilla; la --

segunda a 8,500 rpm por 15 min en la cual se descarta el sobre-

nadante. 

e) La pastilla se resuspende en 2 ml de amortiguador BSG (NaC185%, 

KH
2

Po
4 

0.03%, Na
2
HP0

4 
y 0.06% y gelatina 0.01%) por cada 250 ml 

de cultivo. 

f) Se prepara un gradiente continuo de sacarosa colocando 1.5 ml de 

la suspensión por gradiente. Los gradientes se preparan conge-
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lando y descongelando lentamente la sacarosa al 20% en NaCl 

0.1 M, Tris- HCl 0.001 M, EDTA 5 mM. 

g) LOs gradientes se centrifugan a 5,000 rpm por 15 min a 4ºC, se 

se diluye con BSG. 

h) Se centrifuga a 15,000 rprn por 15 min y la pastilla se resuspe!!. 

de en 2 ml de BSG. 

i) Se repite el gradiente y el lavado anterior. 

j) La pastilla de minicélulas se resuspende en ML adicionado de --

Mgso
4 

y glucosa (sin aminoácidos) • Se ajusta la concentración 

de minicélulas a 0.2 unidades de densidad óptica (número de mi-

8 
nicélulas aproximadamente de 7-8 x 10 por rol). 

k) Se efectúa una cuenta viable de la suspensión, espatulando so--

bre medio Luria sólido 0.1 ml del cultivo (contaminación acept~ 

ble 1 célula/10
5 

minicélulas). 

a. Marcaje de proteínas 

a) A l ml de minicélulas se le añade todos los aminoácidos esencia 

les a excepc~ón de metionina, a una concentración de 50 µg/ml. 

b) En los tubos donde se induce la resistencia a Te, se adiciona 

este antibiótico a una concentración final de l µg/ml. 

e) Las minicélulas se incuban por 15 min (tiempo necesario para in 

ducir la síntesis de proteína involucradas en la resistencia) -

a 37ºC con agitaci6n lenta. 
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d) En los tubos en que se inhibe la girasa se añade Novo a una co~ 

centraci6n de 50 ltg/ml. 

e) A todos los tubos se les añade l35sl Metionina a una concentra

ción de 50 UCi/ml y se incuban a 37ºC por 30 min. 

f) Las minicélulas se centrifugan por 10 rnin a 10,000 rpm y se de

cantan rápidamente. 

g) La pastilla se resuspende en 50 ~l de la mezcla de solubili~a-

ción (glicerol. 5%, SOS 4%, Tris-HCl, mercapto etanol 10% y azul 

de bromofenol 0.025%). 

Las muestras pueden ser almacenadas a -70ºC para su electrofore 

sis posterior. 

9. Electroforesis de proteínas en geles de acrilarnida 

Se utilizó el método de la Laenunli (84) con algunas modifica-

ciones: 

La electroforesis se llevó a cabo en placas de 0.15 cm de gr~ 

sor, las dimensiones del gel fueron de 18 X 10 cm para el gel separador y 

18 x l cm. para el concentrador. La concentración de acrilamida bisacri

larnida utilizadas para el gel concentrador fueron de 7.5 - 5% y de 12 -

0.5% para el separador. El pH del gel concentrador fué de 6.8 y el sepa

rador de B.8. 

a) El gel se corre en presencia de SOS 10% y corno catalizadores se 

utilizan persulfato de amonio 10% y TEMEn. 
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b) Se aplican 20 µl de la muestra de minicélulas, previamente in

cubadas a 50ºC por 4 min por carril. 

c) El gel se corre con una corriente de 10 lllA para el gel concen

trador y de 20 mA para el separador. 

El amortiguador usado fué Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SOS 

1% pH B.4. Las bandas son teñidas con azul de Coomasie 0.06%, metanol -

30%, ácido acético 10% por 45 min a 50ºC y el exceso de colorante se re

movió con una solución de ácido acético 10% por 10 horas a 42°C. 

10. Secado y Autorradiografía 

a) Una vez teñido el gel se incuba 1 hr en 20 volúmenes de Dimetil

Sulfóxido (DMSO) para deshidratarlo. 

b) Se transfiere a una solución de PPO (2,5-diphenyloxazole) 22.2% 

en DMSO y se incuba por tres horas. 

c) Posteriormente, el gel se transfiere a agua destilada por 2 hr, 

tiempo en el cual el PPO se precipita. 

d) El gel montado sobre una hoja de papel Whatman 3 mm y cubierto 

con celofán dulce, se seca con calor y vacío por dos horas en 

un secador de Geles Bio-Rad. 

e) Una vez seco el gel se expone a una placa radiográfica (Kodak -

XS-5) durante 72 horas a -70ºC. 

f) Para revelar la película se utiliza el procedimiento recomenda

do por Kodak. 
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11. Electroforesis de DNA en Geles de Agarosa 

La electroforesis se llevó a cabo en placas de 13 x 10 x 0.15 

cm (85). 

a) Agarosa en polvo (Bio-Rad) al 0.8% se disuelve por ebullición 

durante 1-2 min, en una solución de Tris-acetatos-EDTA (trisma

base 50 mM, EDTA 20 mM, acetato de sodio 20 mM, NaCl 18 mM pH 8). 

b) Se vacían los geles y se dejan solidificar. 

c) Las muestras se colocan en un volumen final de 20-50 1 por 

carril (0.3 g de DNA por carril disuelto en solución SM (SM: 

para 10 ml: 6 gr de urea, 1 ml de 0.5% azul de bromofenol en -

agua). 

d) La electroforesis se lleva a cabo a voltaje constante, de 100 -

150 V a 4°C por dos horas aproximadamente utilizando amortigua

dor Tris acetatos- EDTA. 

e) Después de terminada la electroforesis, los geles se sumergen -

en una solución de bromuro de etidio (4 mg/ml) y al someterlo a 

la luz ultravioleta se observan las bandas. 

Para fotografiar los geles se utiliza un filtrado de gelatina 

amarilla Nº 9 Kodak-Wratten y película Polaroid NP tipo SS con una cámara 

MP 5 Polaroid. 

12. Método de hibridización DNA-DNA 

Se siguió básicamente el método de Soulhern (86) con algunas 

modificaciones: 
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12.l Gel de agarosa 

a) Las muestras obtenidas por lisado claro (RlOO, RP4, pRSDl, N-3) 

o por microensayo de DN.11. (pBR322, pSClOl) se corren en un gel -

de agarosa 1% a 100 V por 3 hr, el gel se tiñe y fotografía. 

b) El gel se trata durante 30 min con una solución de 1.0 M de 

NaCL 0.5 M de NaOH (tiempo en el cual se desnaturaliza el DNA) 

y se transfiere a la solución neutralizadora (Tris l M, NaCl --

3 M pH 7.5) por 20 min. 

c) Con el gel montado sobre un vidrio plano y en contacto con un -

filtro Swand-Shults se lleva a cabo la transferencia. en presen-

cia de amortiguador ssc 6X (0.15 M NaCl, 15 rnM citrato de Na) -

durante 4 horas. 

d) El filtro después de la transferencia se seca en un horno de --

vacío a 80ºC por 4 horas para fijar el DNA. 

12.2 Hibridización 

La hibridización de los filtros se llevó a cabo siguiendo básicame_!l 

te el método de southern, las soluciones utilizadas son: 

ll Amortiguador de hibridización: Formarnida 50% 

( Denhart' s ) ssc 3X 

EDTA 0.1 M 

sos 10% 

Tris-HCl 1 M pH 7.5 

Ficoll 0.02% 

BSA (albúmina 0.02% 
bovina) 

Polivinilpirrolidona 0.02% 
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El amortiguador de prehibridización es igual al de hibridización 

adicionado con 50 llg/ml de DNA de esperma de salmón sonicado. 

2)' .runortiguador SSC lX: 

la metodología es la siguiente: 

NaCl 

Citrato de 
sodio 

150 mM 

15 mM 

a) Los filtros son prehibridizados en una bolsa de plástico en pre-

sencia de 10 ml de amortiguador de prehibridización con agita--

ción lenta por 12 hr a 37°C. 

bl Se saca el amortiguador de prehibridización y se colocan 10 ml -

del amortiguador de hibridización al cual se le agrega el frag--

mento de DNA marcado radioactivamente y desnaturalizado por ca-

lentamiento (aproximadamente 2-4 X 10
6 

cpm) • El filtro se incu-

ba con agitación lenta durante 48 hr a 37°C. 

e) El filtro se lava tres veces por espacio de 15 min en un volumen 

de 500 ml de la siguiente manera: 

primero: con 2X SSC, 0.1~ SOS; 

segundo: con O.lX SSC, o.1% SOS; 

tercero: con o.1x ssc 

d) Se seca el filtro con papel Whattrnan ~ mm a 37ºC y se expone d 

autorradiografía durante 36 horas. 

12.3 Marcaje enzimático de ONA 

Basado esencialmente en el método re90rtañr.> por New England 

Nuclear Lab. 
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Se "oloca11 los siguientes componentes para la reacci6n en el 

orden enunciado: 

1) Desoxicitosina tri fosfato dCTP ( 32P) 5 lll 

2) Arr.ortiguador de marcaje 5 ;;1 

3) Agua destilada 5 \Jl 

4) DNA polimerasa I 2 µl 

5) 0.5 g del fragmento puro de DNA 2 µl 

6) DNAsa I 2 \Ü 

La reacción se incuba durante 180 min de 12-14ºC 

b) La reacción se pasa agregando 25 1 de amortiguador T (0.02 M 

de N3EDTA, 2 mg/ml del DNA acarreador sonicado, 0.2% SOS). 

c) Se mezcla, se pasa por una columna de Sephadex G 50 utilizando 

amortiguador A-50 (NaCl 100 mM, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, sos 

0.01%, NaN
3 

1 rnM) y se recolecta alícuotas de l ml. en tubos -

Eppendorff. 

dl Las tubos que contengan radioactividad se precipitan con dos -

volúmenes y medio de etanol puro y un décimo del volumen de -

acetato de sódio 3M durante 18 hr a -20ºC. 

e) LOs tubos son centrifugados 10 min y el sobrenadante se decan

ta rápidamente. El precipitado se lava con 1 ml de etanol 70% 

y se seca. 

f) El DNA se resuspende en agua destilada y es usado para la hibri 

dización. 
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VI . .RESULTADOS 

l. Caracterización de las Cepas 

A las cepas construidas por transformación o conjugación, co

mo se describió en Materiales y Métodos, les fué verificado su fenotipo -

por replicación en los medios convenientes para cada caso según el plásm!_ 

do que contenían (Tabla I) . 

Posteriormente, con el objeto de comprobar la presencia de -

los plásmidos, se extrajo el DNA de las cepas por el método de lisado el~ 

ro para los plásmidos RlOO, pRSDl, RP4 y N-3 y por el método de microensa 

yo de DNA para los plásmidos pSClOl y PBR322. Los lisados se sometieron 

a una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Como puede verse (Figura 

9), todos los plásmidos utilizados en el trabajo, a excepción del plásmi

do pSClOl y pBR322, migran arriba de la banda cromosomal que tiene un pe

so aproximado de 10-12 Md (87) . En este caso, cada uno de los plásmidos 

fué control de si mismo ya que sus pesos moleculares han sido reportados 

anteriormente. Los plásmidos de peso molecular más bajo utilizados en 

este trabajo son el pSClOl con un peso aproximado de 5.4-5.6 Md y el 

pBR322 con 2.83 Md. Los pesos moleculares de todos los plásmidos¡ue<len -

verse en la Tabla IV. 

2. Niveles de Resistencia a la Tetraciclina 

En las cepas con diferentes plásmidos se cuantificó el nivel 

de resistencia, inducido y no inducido, a la Te. Se tomó como el nivel -

de resistencia de la cepa, la concentración ~e Te en la que sobrevivió ol 
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PLASMIDOS UTILIZADOS 

o b e d e f 

... <-•¡:.\-._ 
~"_..,,.,, 

.·'.rt/'. 

a) pfasrnidos R 100 

b) pRSDI 
e) RD4 
d) 
e} 

f) 

N·3 
pSCIOI 
pBR322 

Figura 9. Electroforesis3 cm agarosa O. 8'6, corrida a vol taje con~ 
tante 1.1 V/cm . CotrrlJ_ 1: pSClOl; carril 2: plásmi
do RlOO; c:arril 3: plásmido pRSDl; carril 4: plásmido 
RP4; carril 5: plásrnido N-3 ¡ cr.rril 6: plásmido 
pBR322. En los carriles 1 y 6, pueden observarse va-
rias banJas que o;orresponden a diferenl:<0»S formas mole
culare1; de los pl á~:nlj.dos . 
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TABLA IV 

PESOS MOLECULARES DE LOS PLASMIDOS 

Pl5smido 
Peso molecular 

Referencia en Kd 
·------

1) pBR322 2.8 85 

2) pSCl.01 5.4 62 

3) pRSD-1 30.0 79 

4) N-3 33.0 

5) RP-4 40.0 77 

6) R-100 70.0 76 

50% de las células sembradas. Los niveles de resistencia encontrados para 

los plásmidos pSClOl, RP4, RlOO y N-3 concuerdan con lo reportado por 

Méndcz et al. (29). Tabla V. 

TABLA V 

NIVEL DE RESISTENCIA A LA TETRACICLINA 
DE LOS DIFERENTES PLASMIOOS 

Plásmido 
Niveles de resistencia 

No inducido Inducido 

1) pSClOl 25 µg/ml 25-50 µ9/ml 

2) R100 100 µg/ml 150 119/ml 

3) RP4 50 µg/ml 75 µ9/ml 

4) pRSDl 25 µg/m1 70 119/ml 

5) N-3 75 µg/ml 10 µ9/ml 

6) pBR322 75 µg/ml 

-----
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Todos los plásmidos utilizados en el trabajo, a excepción del 

pBS322, presentaron una resistencia inducible tras un contacto previo con 

el antibiótico¡ esta inducción provoca una mayor resistencia a la Te. 

El menor nivel de resistencia a la Te lo representó la cepa -

con el plásmido pSClOl, la cual inducida presenta un nivel de resistencia 

de 25 µg/ml. La cepa con el plásmido pBR322 que contiene parte de la in

formación genética para la resistencia a la Te presente en el pSClOl, mos 

tró un nivel de resistencia más elevado (75 µg/ml)¡ sin embargo, en este 

caso la resistencia no es inducible. El mayor nivel de resistencia lo -

presentó la cepa con el plásmido RlOO (150 µg/ml) . 

3. Homología de las Secuencias de DNA de los Diferentes Plásmidos. 

Para tener plena seguridad de que los plásmidos escogidos pe.E_ 

tenecen a diferentes clases de resistencia (Tabla I) y que no hibridan en 

tre sí como ha sido reportado por Méndez et al. (29) , se hizo una hibridi 

zación DNA-DNA (Southern) (86) . 

En este caso, se utilizó como monitor un fragmento de 700 pb 

comprendido entre los sitios de las enzimas de restricción Hind III y SalI 

del plásmido pBR322 (Apéndice 1) . En este fragmento se localiza parte 

del gen Tet de resistencia a Te. originalmente este gen se localizaba en 

el plásmido pSClOl. 

El fragmento de DNA se obtuvo a partir del DNA puro a.~1 plár.;~ni 

do pBR322 digerido con las enzimas mencionada~ ~ electrocluído de un gel 

de agarosa l. 2%. posteriormente el DNA fué marcado con u ( 32P) CTP por el 
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\-llBRIDIZAC.ION 

d 
PL.a.SMIDOS 

O·· pU 322 

b.· R·IOO 

<' N·3 

J.· pRSD l 

• .- RP.t 

l··pSC 101 

Figura 10. Hibridización DNA-DNA (Southern) de los diferentes 
plásmidos utilizados en el trabajo con el fragmento 
de HindIII- Sal! (700 pb) del gen ~et del plásmido 
pBR322. 



58 

método de marcaje enzimático de DNA (Materiales y Métodos). El DNA de -

los diferentes plásmidos fué transferido a un filtro de nitrocelulosa e 

hibridado contra el fragmento marcado que sirvió de rastreador. 

En la Figura 10 puede apreciarse esta hibridización con todos 

los plásmidos utilizados en el trabajo. Ninguno de ellos, a excepción de 

los plásmidos pBR322 y pSClOl (controles positivos), hibridizan con el -

fragmento utilizado, con ello comprobamos que las diferencias fenotípicas 

entre cada una de las clases propuestas (Tabla I) responden a disimilitu

des genéticas, las cuales nos hablan de un posible origen diferente para 

cada uno de estos determinantes. 

4. Curvas de Crecimiento y Tiempo de Generación de la Cepa P678-54 con 

los Diferentes Plásmidos. 

Las bacterias se dividen por fisión binaria y por lo tanto la 

cinética de crecimiento es exponencial hasta alcanzar la fase estaciona--

ria del cultivo. La rapidez de esta cinética está determinada, entre 

otros factores, por la disponibilidad de los nutrientes en el medio de 

cultivo. Se ha reportado que la presencia de algunos plásmidos en una 

cepa bacteriana puede ~oficiar el tiempo de generación de la misma aumen

tando lo o disminuyéndolo (88). Ya que se pretendía hacer estudios campa-

rativos de los diferentes plasmidos a través del uso de minicélulas, se -

hicieron curvas de crecimiento de estas cepas con cada uno de los plásm~

dos con el fín de comprobar si alguno o algunos de éstos tenía algGn efec 

to sobre el tiempo de generación del cultivo. 
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En la Figura 11 están graficadas las curvas de crecimiento de 

la cepa P678-54 con y sin plásmidos crecidas en medio mínimo (ML) , Utili 

zando la pendiente de la curva en la fase exponencial, se determinó el -

tiempo de generación para cada una de las curvas anteriores (Tabla VI) • 

Cepa 

P67854 

P678-54 

1?678-54 

P678-54 

P678054 

P678-54 

P678-54 

TABLA VI 

TIEMPO.DE GENERACION 

- Plásmido Tiempo de generación 

36 min 

pSClOl 42 min. 

RP4 38 min 

RlOO 39 min 

N-3 45 min 

pllSDl 36 min 

pBR322 32 min 

Como puede observarse, ninguno de los plásmidos utilizados -

modificó de manera drástica el tiempo de generación de la cepa. En base 

a estos resultados se esper6 que utilizando un mismo inoculo y tiempn ~e 

incubación, todos los cultivos alcanzarían en una fase similar de crecí-

miento. 

Existe una pequeña diferencia en cuanto al tiempo de genera-

ción para la cepa conteniendo los plásmidos pSClOl y N-3 en comparación -

con la cepa sin plásmido, la cual no puede explicarse por el tamaño de --
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CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA CEPA P678-54 
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Figura 11. Las curvas se hicieron en· medio mÍJ1J.mu lHLJ v 1,,..u1 "ª J.: l..1..·1·tt 

P678-54 sin plásmido; !. curva 2: P678-',4/p,:C1'Jl 1 111 curva --
3: P678-54/RP4; A cu1va 4: P67H-54/kl00; O r.urvn ~: Pfj7fl· 
54/N-3; • curva 6: ¡>678-45/pRSD~. El ínóculo ur,ado para lo 
das .!.as curvas fué el mismo: 10~ cel/ml. El c;ultivo se: in 
cubá·con noit.-:ir.iñn ~ !17.,r r:0n ;vlit.1f"inr, J1··nt:.1. 
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los plásmidos como ha sido propuesto por algunos autores (88) ya que exis 

te una diferencia notoria entre ellos; el N-3 es un plásmido grande 

(33 Md) mientras que el plásmido pSClOl es relativamente pequeño (5 Md). 

Por lo tanto nosotros nos inclinamos a pensar que este efecto se debe a -

otra u otras características de estos plásmidos. 

5. Inducción de la Resistencia a Tetraciclina in vivo con los diferentes 

Plásmidos. 

Uno de los prop6sitos del trabajo era inducir la resistencia 

a Te de las cepas que contenían los diferentes plásmidos y observar esta 

inducción en el sistema de minicélulas. Las minicélulas fueron purifica-

das en la etapa estacionaria del cultivo bacteriano, por lo que era nece-

sario comprobar si el fenómeno de inducción de la resistencia al antibió-

tico podría efectuarse sin importar el estado de crecimiento en el que se 

encontrara el cultivo. 

El crecimiento de un cultivo bacteriano se ha dividido en cua 

tro etapas diferentes: 

a) Fase lag 

b) Fase exponencial o logarítmica 

e) Fase estacionaria 

d) Fase de muerte exponencial 

Experimentalmente, se dicidió tomar al plásmido pSClOl como -

prototipo para este experimento. La cepa con el plásmido fué inducida -

~on Te 5 µg/ml en tres diferentes etapas de crecimiento. 



Fase de Inducción 

l. Fase exponencial temprana 

2. Fase exponencial tardía 

3. Fase estacionaria 
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00550 a la que se indujo 

0.12 

o.so 
1.35 

Una vez añadida la Te, la cepa se incubó por 45 min a 37°C, 

tiempo necesario para la inducción (29), se diluyó y sernbro sobre Luria 

o Luria Te 5 µg/ml (cepa no inducida a inducida respectivamente) y todas 

en Luria Te 25 µg/ml. El número de colonias obtenidas en Luria y Luria 

Te 5 µg/ml se tomó como el 100% de crecimiento. 

El factor de inducción R para cada etapa de crecimiento se -

calculó con la siguiente fórmula: 

% de células sobrevivientes en Te 25 µg/ml cepa INDUCINA 
R = % de células sobrevivientes en Te 25 µg/ml cepa NO INDUCIDA 
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INOU\.C:ION ()E pSC 111 

TIEMPO (hrs) 

INDUCCION 
Te 5pg/ml 45mln 

R = % cel. Sobrevivientes en Te 25. IND. . 
% cel. Sobrevivientes en Te 25. NO- IND. 
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Como se puede ver, el factor de inducción R para cada una de 

las etapas fue diferente. Para la fase exponencial media, este factor -

fue de 9 veces con respecto a la cepa no inducida siendo el mayor factor 

encontrado. Esto demuestra que existe una etapa de crecimiento óptima -

para la inducción de la resistencia a la Te y que es la fase exponencial. 

A pesar de que en la etapa en la que son purificadas las mi-

nicelulas no presenta un factor de inducción tan grande como en la fase -

exponencial, el factor obtenido fué de 3.2 el cual es suficiente para los 

estudios que se pretenden llevar a cabo en las minicélulas. 

El hecho de que exista una etapa preferencial para la induc-

ción de la resistencia a la Te, creemos pueda estar relacionado con el e~ 

tado de la célula, presencia o ausencia de algún metabolito en las dife-

rentes etapas que se investigaron. Un aspecto que nos parecería intere-

sante de investigar es alguna relación con los niveles de AMP en estudios 

posteriores. 

6. Inducción de la Resistencia a Tetraciclina in vitro 

Para observar los polipéptidos involucrados en el fenómeno de 

resistencia a Te de los diferentes plásmidos, se utilizó el sistema de mi 

nicélulas. 

Se ha reportado que muchos de los fenómenos observados in vivo 

no pueden extrapolarse fácilmente a las minicélulas (49) , por lo que se -

procedió a montar las condiciones óptimas para la visualiza~ión ~e lns ~t

ferentes proteínas codificadas por los plásmidos estudiados. 
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al Inóculo. El aumento en el número de bacterias es proporcional · 

al número de bacterias presentes originalmente en el medio de 

cultivo, de tal manera que al aumentar la cantidad de inóculo 

(número de bacterias al tiempo cero) el cul t1.vo d lcdnza 11na mayo 

rapidez la fase estacionaria. Con el propósito de comprobar si 

el estado fisiológico del cultivo influía de alguna forma en la 

visualización de las proteínas asociadas a la resistencia a Te -· 

fueron agregados tres diferentes inóculos de la cepa P67854 con

teniendo el plásmido pBR322. 

Los inóculos usados fueron: 

Inóculo 

1) 0.1 ml 1 X 10
4 

células/rol 

2) 1 ml 1 X 10
5 células/ml 

3) 10 rnl 1 X 10
6 células/ml 

Las minicelulas de estos inóculos fueron purificadas, mar9adas y 

sometidas a electroforesis (Fiq. 13). 

La autorradiografía inuestra que el cultivo en fase estacionaria -

más temprana (menos inóculo), contiene proteínas RNA'sm de vida 

media larga, provenientes de la célula progenitora, lo cual ha -

sido reportado con anterioridud (89). El peso molecular de una -

de estas proteínas es muy cercano al peso molecular de una de las 

proteínas involucradas en la rcsisbencia a Te (proteína de 36 Kd) 

pudiendo interferir en su visualizaci6n. 
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INFLUENCIA DE LA EDAD DEL CULTIVO 

E N LA E X P RES 1 O N 

PM 
Kd 

a b e 

GE NETICA DE pBR322 

fase estacionaria 

a) Temprana 

b) Media 

C) Ta r di a 

Figura 13. :rnfluencj.a de l.a, edad del cultivo en la, expresión ge ... 
nétíca de pBR322. Las n.inicélulas con el plásmido -
pBP.322 se cosecharon on dife5e~tes estados de crecí-
miento. Se incubaron con ( 3 s J rno:otionim,. y lao1 prot!:_Í 
nas se sep;.1rai:on en geles de acrilamida corno se des-
cribo en M.ateriales y Méto::los. Ln flecha a la izqui!:_r 
da .;¡,., la figura la proteína TET (34 Y.d). 
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Se observó que a medida que el cultivo se encontraba en una fase 

estacionaria mas tardía, como el caso del mayor inóculo, la in-

corporación de la marca radioactiva disminuye notoriamente, de -

tal manera que las proteínas presentes en baja· concentración no 

pudieron visualizarse. Se eligió el inóculo intermedio (carril 

b) para llevar a cabo los estudios siguientes ya que en éste no 

existe la presencia de las proteínas provenientes de mensajeros 

cromosomales y existe una buena incorporación de la marca radio

activa. 

b) Sensibilidad de minicélulas a tetraciclina. otro parámetro ana

lizado fué la concentración óptima del antibiótico para la indu~ 

ción de la resistencia. Ya que los estudios in vivo llevados a 

cabo a este respecto no podían ser extrapolados al sistema de mi 

nicélulas y un uso inapropiado del antibiótico provocaría una ba 

ja total de la síntesis de proteínas. 

Inicialmente se utilizó una concentración de Te de 5 µg/ml, con

centración que había sido usada en estudios con el plásmido 

pSClOl (48) : sin embargo, se observó que esta concentración no era 

extrapolable para las cepas con los diferentes plásmidos, por lo 

que se procedió a conocer la concentración óptima para cada plás

mido, La Figura 14 muestra un ejemplo para el caso de la cepa -

con el plásmido pRSDl. 

El patrón que se observa en esta Figura f11é el mjsmo rara el caso 

de las cepas con los plásmidos RlOO, RP4, y N-3, no así para el -

plásmido pSClOl, el cual muestra una mayor resistencia al antibió 
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Figura 14. Sensibilidad de la síntesis de Proteínas a Te en las 
minicélulas con el plásmido pRSDl, tratadas con dife 
rentes concentraciones de tetraciclina, todas ellas
sulüetales par<>. la célula. Carri.l 1: plasmido sin 
•re1 carr.il 2: l µg/ml de Te¡ carril 3: 2 µgfml de -
Te¡ carril 4: 5 µg/ml de Te. 
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tjco en minicélulas que 1.os otros plásmidos. La concentración se 

tomó para inducir la resistencia en todos los casos fué de l. ~g -

de Te por ml, la cual es suficiente en todos 1.os casos para la -

inducción y no provoca una baja importante en la síntesis de pro

teínas en ninguna de las cepas con los diferentes plásmidos. 

c) Proteínas inducidas en presencia de tetraciclina 

Habiendo establecido los parámetros de inóculo y concentraci6n -

de Te, se procedió a llevar a cabo la inducción de las proteínas 

involucradas en la resistencia a este antibi6tico, de las cepas -

conteniendo los diferentes plásmidos que se pretendían analizar, 

el procedimiento utilizado fué el descrito en Materiales y Méto-

dos. Las proteínas relacionadas con la resistencia se detectaron 

comparando el patrón de proteínas del mismo plásmido sin inducir. 

Para el caso de las cepas con los plásmidos RP4 y N-3, no fué po

sible obtener un patrón de inducción ya que estos plásmidos segr~ 

gan poco a minicélulas, lo cual ha sido reportado ya para otros -

plásmidos (49). El poco plásmido segregado no es suficiente para 

obtener un patrón definido de proteínas por lo que si se quieren 

llevar a cabo ~studios de este plásmido, será necesario contar -

con un sistema diferente al utilizado en este trabajo. 

En la Figura 15 pueden observarse las autoradiograf Ías de minicé

lulas con los plásmidos RlOO, pSClOl y pRSDl. 

Para el caso del plásmido RlOO (carriles 1,2), se observa la in-

ducción de dos proteínas de 36 Kd y 15 Kd, estos resultados con--
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PROTEINAS INDUCIBLES CON TETRACICLINA 

RIOO ------- Te 

15K-> 

F;i.gura 15. 

pSCIOI __....,.___, 
Te 

34-

2GK-

--~ 
i4K--

pRSD-1 --------... 

10 K-

34K-

26K-

Te 

~·r!n~ 
~~ ..... 

-

Proteínas inducidas con 'l'c en rniníi.::élulns cvn loe:: pl5s
midos RlOO, pSClOJ. rJ pRSDl. Pl.'Íc.miiJo RlOO: carril l, 
sin Te; carril 2, RlOO 2 pg/ml de 'J?c. Plásmido pSClOl: 
carril l, sin •re, carril 2, 5 P<J/ml de Te. Pltlsmido -
pRSDl: carril, 1., sin Te; carril 2, 2 µg/ml. 
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cuerdan con lo reportado por el grupo de Levy (29), quien repoE 

ta tres diferentes proteínas. La proteína de 25 Kd que se pro-

pone interviene en la resistencia, no se observa en nuestras c~n 

diciones ya que para detectarla es necesario efectuar una elec

troforesis bidimensional ya que comigra con otras proteínas co-

dificadas por el del plásmido. 

Para el plasmido PSC101 se detectó la inducción de cuatro prot.!::.Í 

nas de 36 Kg, 26 Kd, 18 Kd y 14 Kd (Figura 15, carriles l y 2). 

La proteína de 18 Kd, que habta sido reportada como por proteína 

constitutiva, bajo nuestras condiciones es inducible por Te. 

Para el plásmido pRSDl (Figura 15, carriles 1,2) se observa la -

inducción clara de dos proteínas antes reportadas {90) de 34 Kd 

y 15 Kd. Además de estas proteínas se observó la inducción de -

una tercera proteína de alto peso molecular que pensamos pudiera 

intervenir en el fenómeno de resistencia. Con el propósito de -

tener una idea más clara en este aspecto se llevan estudios en -

este momento. 

d) Efecto de la temperatura sobre la visualización de las proteínas 

involucradas en la resistencia a tetraciclina. 

Es importante hacer notar que la visualización de las proteínas 

inducidas con Te, constituyó un problema, hecho que ha sido re--

portado ~or oLros autores (76, ) . Se llevaron a cabo vario8 e·: 

tudios sobre este aspecto y los resultados obtenidos indican que 

la proteína TET en especial, es summnente sensible a varios fac

tores: presencia de alguna{s) substancias en el medio de culti-
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vo, carencia de algún metabolito, cte. Uno de estos factores --

que nos pareció en especial interesantes y que fué analizado con 

mayor detalle es que la temperatura a la cual son solubilizadas 

las proteínas de minicélulas, tiene un efecto directo sobr8 la 

visualización de las proteínas TET. 

Se probaron varias temperaturas de solubilización tomando corno --

modelo la cepa de minicélulas con el plásmido RlOO. En este ex--

perimento todas las muestras se indujeron con Te y se solubiliza 

ron a diferentes temperaturas (Figura 16A) • 

Es patente el hecho de que a medida de que se aumenta la tempera-

tura a la cual se solubilizan las minicélulas antes de la electro 

foresis, la concentración de proteína TET disminuye notablemente. 

se observó que 50% es la temperatura óptima para la visualización 

de esta proteína. 

Otras proteínas involucradas en la resistencia no se ven afecta--

das de manera notable al variar la temperatura de solubilización 

lo cual indica que probablemente este efecto se deba a caracterÍ.:!_ 

ticas de esta proteína. Este mismo resultado fué obtenido para -

los otros plásmidos pSClOl y pRSDl (Figura 16) . 

7. Efecto de la DNA Girasa sobre la Expresión de las Proteínas de la Re-
sistencia a Tetraciclina 

Una vez que se obtuvo el patrón de inducción para los plásmi-

dos RlOO, pSClOl y pRSDl, se procedió a investigar el efecto de la DNA g~ 

rasa sobre la expresión de los genes invólucrados en la resistencia a Te 

de estos plásmidos. De la misma forma que para la·sección anterior, fue-
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SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA Tet DE R 100 
A DIFERENTES TEMPERATURAS. 

a b e d e f 
a R 100 
b R IOOTc 35ºC 
e R IOOTc 50°C 
d R IOOTc 65°C 
e R 100Tc87°C 
f R 100 Te IOOºC 

Tet 34K- .... 

Figura 16A. Solubili?.ación de las minicélulas con el plásmido 
RlOO ~ diferentes temperaturas. Carril a: control, 
plásmido RlOO sin Te; carril b; plásmido RlOO a --
35e; c:arril e: plásmido .RlOO a SOºC; carril d: plás 
mido RlOO a 65°C; carril e: plásmido RlOO 87ºC; _-;:: 
carril f: plásmido RlOO a lOOºC del carril b al f 
con Te 2 µg/ml. Las muestras se incubaron a la tem 
peratura indicada durante 4 min. La cantidad de _-; 
muestra aplicada es la misma en todos los carriles. 
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SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA Tet 
A DIFERENTES TEMPERATURAS 

pS.C lOi 
~ 

a b· 
'_;. 

:1a-

'14- "':'"''"' 

R 100 
~ 

a b 

Tet-

15-¡ 

a 50 ºC 
b 100 ºC 

Figura 16B. Et'ecto de la temperatura sobre ln visua1.:..zación de 
la proteína TET de los plásmidos pSClOl, 34 Kd y -
RlOO, 36 Kd. Las temperaturas de solubilización -
representadc..s son lJ. temperatura óptima; carriles A 
y la temperatura máxima lOOºC; carrilles B. Cada -
uno de ellos cor~esponde a diferentes e~peri¡nentos, 
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ron fijadas las condiciones óptimas para este experimento, los parámetros 

c,u0 ~e investigaron fueron: 

a) Sensibilidad in vivo de Novobiocina 

Con el propósito de conocer la dosis subletal de Novo para las ce

pas con los diferentes plásmidos in ~, se llevó a cabo una cur

va de crecimiento en presencia de concentraciones crecientes de --

Novo (50, 100, 150 y 200 µg/ml). 

En la Figura 17 puede observarse las curvas de crecimiento de 

dos cepas de minicélulas conteniendo a los plásmidos pSClOl y RlOO respe.s_ 

tivamente. Estas curvas fueron hechas para otros plásmidos utilizados en 

el trabajo. En generall se observó que las cepas con los plásmidos RlOO 

y pRSDl son más sensibles a la Novo que las cepas con los plfismidos PSClOl 

y pBR322, pero aún en estos la concentración de 200 µg/ml del antibiótico, 

sigue siendo una dosis subletal. 

b) Sensibilidad a Novobiocina in vitre 

Se cuantificó la dosis óptima de Novobiocina para los experimentos 

de minicélulas con las cepas conteniendo los diferentes plásmidos. 

En la figura 18, se muestra este experimento para el caso de los -

plásmidos pSClOl y RlOO en presencia de diferentes concentraciones 

de Novo (25, 50, 100 y 200 µg/ml) previa inducción con Te l µg/ml. 

<u~ detectado q~ú exi~~e una baja notoria de la síntesis de protef 

nas con concentraciones mínimas de Novo en el caso de la cepa con

teniendo al plásmido RlOO; esta baja no se observa en el caso del 

plásmido pSClOl. Este dato repetido para la Te (mayor sensibili--
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Figura 17A. ~lásmido o curva l: 67B-54/pSC101; 
ó Curva: p678-54/p5Cl01 Novo 50 -
µg/ml; •curva 3¡ P678-54/P5Cl01 No
vo 100 119/ml¡ A curva 4: P678-54/ 
pSClOl 200 µg/ml. 

o.o. 

Figura 

FIGURA 178 

1 2 3 4 

hrs 

17B. ~lásmido RlOO o CU~/a 1: P678-54/Rl00¡ 
t'! Curva 2: P67B-54/Rl00 Hovo SO µg/ml 1 

•curva 3: P67B.-54/Rl00 Novo 100 µg/ml1 
4 curva 4: P67B-54/Rl00 Novo 200 µg/ml. 
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SENSIBILIDAD DE LAS MINICELULAS DE PSCt01 Y R100 
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Nov 25 U9fml 

Nov 50 
Nov t 00 

Nov 20 o 
No ... 5<D 

Nov 2 5 

Nov 50 

No V 10 0 

Nov 200 

Nov 50 

Sensib!lidad a Novo in vitro de los plásmidos -
pSClOl y RlOO. carril A, pBR322 control; carri 
les b-h pSClOl; carriles i-o RlOO. Los carriles 
be e i plásmido sin inducir, en los siguientes 
carriles las minicélulas se indujeron con 'l'c --
1 µg/ml y Novo a las concentraciones señaladas. 
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dad de la cepa que contenía el plásmido RlOO que la del pSClOl) -

parece indicar que la r-rcsencía de lns r1~~~inns ~n~n ~1 p1nn, 

pRSDl y RP4, modifican de alguna manera las características de la 

cepa P678-54 provocándole una mayor sensibilidad a ciertos anti--

bióticos como son la tetraciclina y la Novobiocina. 

La dósis de Novo escogida para los posteriores experimentos fué -

de 50 ~g/ml de células, ya que esta dósis es suficiente para obs~r 

var el efecto de este antibiótico sobre la expresión de las prot~í 

nas de la resistencia a Te y no disminuye en forma drástica la --

síntesis de proteínas totales. 

Para tener plena autoridad de que el efecto que se observaba era -

exclusivamente caudado por la Novo y no un efecto sinérgico de -··-

Novo y Te ya que la Te era utilizada para la inducción, se obtuvo 

una curva de.crecimiento de las cepas conteniendo a los plásmidos 

RlOO y pSClOl en presencia de ambos antibióticos y cada uno de ---

ellos por separado {Figura 19) . 

Los datos obtenidos en este experimento comprueban que la baja de 

síntesis de proteínas observada se debía exclusivamente a la Novo, 

ya que la concentración de l \Jg/ml de Te no disminuye la síntesis 

de proteínas, no se observó un efecto sinérgico entre estos dos an 

tibióticos. 

Efecto dela DN~ girasa sobre la expresión de los genes que codifi 
can para la resistencia a tetraciclina de los plásmidos pSClOl, = 
RlOO y pRSDl. 

Una·vez que se determinaron las condiciones óptimas, se procedió -

a llevar a cabo el último objetivo de este tr~bajo. A las r,cpas 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA P 678- 54 

Figura 19. 

CON EL PLASMIDO R100 

2 3 4 

Curva de crecimiento de la cepa P678-54 con el plásmi 
do RlOO. o curva 1: P678-54/Rl00; X curva 2: P678-54/ 
RlOO SO µg Novo: o curva 3: P678-54/Rl00 100 \lg Novo¡ 
6 cun·a 4: P678-54/Rl00 200 pg Novo. 
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•.·onten.iendn los difr:rc,ntes plásmidos, previamente inducidas con 

T<: l 1- ·: Jg/m.i) , -;e les aqre9ó Novo a la concentración anterior-

mente fijada (50 pg/ml), con el propósito de saber si el efecto 

causado i•or <'strJ antibiótico (relajar al DNA) tenía algún efec

to sobre la expresión <le los genes involucrados en la resisten

cia a Te (Figuras 20 y 21) . 

Existe una proteína clakamente dependiente de girasa común para 

todos los plásmidos analizados, lap roteína TET, aunque puede 

observarse que esta inhibición no es igual, es decir, algunas -

son más sensibles que otras. Además de esta proteína, podemos 

observar que en el plásmido pSClOl existe otra proteína <lepen-

diente de girasa, la proteína de 18 Kd (Figura 20) . También en 

el plásmido pRSDl se observa que la síntesis de la proteína in

ducible de alto peso molecular es inhibida en presencia de Novo. 

Los resultados obtenidos fueron cuantificados por densitometría 

con el propósito de saber el porciento de inhibición de las pr~ 

teínas dependientes de girasa. 

Las densitometrías fueron hechas en un espectrofot6metro Beckman 

y las condiciones fueron las siguientes: 

Longitud de onda 

sensibilidad 

rapidez 

500 rnn 

4 

5 cm/min 
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EFECTO DE NOVomocNA SOSRE pSC101 

pSC101 
...--_ 
'.o a b ó 

' 

opBR322 

apSC101 

bTc 

341{_.'....,.,.. cNov 

' 
l8K~ 

Figura 20. Efecto de Novo sobre la expresión de los genes invo-
lucrados en la resistencia a Te del plasmido pSClOl. 
Carril o: minicélulas con pBR322. Marcador de peso -
molecular; carril a; plásrnido pSClOl sin inducir; 
carril b; pl;'.ismido pSClOl inducido con Te 5 Jlg/rnl; -
carril e: ;>lásmido pSClOl inducido con Te 5 )lg/rnl y 
Novo 200 µg/ml. 
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EFECTO DE Nq\IOBIOCINA SOBRE R 100 Y pRSD-1 

a 

26 -

15-

RIOO pRSD-1 -------.. 
b e d e f g h 

FigUl:'il; 21, 

-
"" - 34K 

~ 
~ 

~~ #eN~t 

a pBR 322 
b R 100 
e Te 
d Te Nou 
e pRSD-1 
f Te 
g Te Nou 

E,fecto de Novo sol:>re. la e:icpr:es;Lón ¡'le 'os geres ~nvol,"'
crados en Ía resistencia n Te de los pl.&smidos RlOO y 
pRSDl. Carriles a, h: control de peso molecular plás 
mido pBR322; carril b: pllismido RlOO sin inducir; -
carril e: plásmido RlDO inducido con Te 1 µg/ml; 
carril d: plásmido RlOO Te 1 µg/ml y Novo 50 µg/ml; -
carril e: plásmido pRSDl sin inducir; carril f: plás 
mido pRSDl con Te 1 pg/ml; carril g: plásmido pRSDl :;
Te l µg/ml y Novo SO µg/ml. 
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El área de la curva fué calculada automáticamente por el es

pectrofotómetro y se tomó corno el área entre valle y valle. Para calcu

lar el porciento de inhibición de cada una de las proteínas se siguió el 

procedimiento siguiente: para evitar la sobreestimación de este dato, -

ya que se había dicho, la Novo tiene un efecto sobre la síntesis de pro

teínas totales, se calculó el porciento de inhibición con respecto a la 

misma proteína en ausencia de Novo y en presencia de ésta; una vez calcu 

lado la disminución, el dato fué corregido tomando como referencia una -

proteína independiente de girasa, que no varía en las diferentes condi-

ciones (con y sin Novo). De esta manera fueron calculados los porcien-

tos de inhibición de cada una de las diferentes proteínas como puede ver 

se en la Tabla VII. 

Es posible observar que la inhibición causada por la DNA gir~ 

sa no es homogénea sino que al parecer existe un gradiente. Esto fué pa

tente también al tratar de escoger la proteína control ya que nos encon-

tramos con una escala en la que ciertas proteínas son más o menos indepe!;_ 

dientes de otras. 
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PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA SINTESIS DE 
PROTEINAS QUE DEPENDEN DE GIRASA 

Plasmido Protefina % de inhibicion 

1 pSC 101 34 Kd 95 .... 97 % 
18 Kd 40% 

2 IR 100 36 Kd 66 % 

3 pRSD-1 34 Kd 56 % 
70 Kd 34 % 
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VIJ:I.DISCUSION 

En el desarrollo de este trabajo se llevaron a cabo estudios 

sobre los mecanismos regulatorios que intervienen en la resistencia a -

Te. 

Para la mayoría de los antibióticos, la resistencia mediada -

por plásmidos se caracteriza por la presencia de un solo determinante ca

racterístico; es decir, de una secuencia de ONA similar que codifica para 

una o más proteínas. Sin embargo para Te hay cuando menos cuatro difere~ 

tes determinantes de resistencia (29) • Esta característica condujo a for 

mular varias preguntas con el propósito de un mayor conocimiento de los -

aspectos regulatorios y de las características físicas de la resistencia. 

Cabe mencionar que algunos resultados que se reportan en este 

trabajo confirman los datos de otros autores (29) en cuanto a varias de -

las características de las proteínas involucradas en la resistencia; otros, 

sin embargo, no concuerdan con lo reportado. A continuaci.Ón se discuti-

rán algunos puntos de interés sobre los diferentes aspectos que fueron 

abordados en el trabajo, para concluir con una discusión general sobre los 

aspectos regulatorios del sistema y perspectivas del trabajo. 

Aspectos físicos 

Se estudió la expresión inducibilidad y peso molecular de las 

proteínas re1acionadas con la resistencia a Te de los plásmidos RlOO, 

pRSDl y pSClOl (Figura 11) • Dos puntos no~ llamaron la atención. 
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1) Para el caso del plásmido pSClOl, las proteínas encontradas (Fi

gura 11) concuerdan con lo que ha sido reportado por otros auto

res (57). Sin embargo, en estos reportes se considera que la -

proteína de 18 Kd, que se sabe que es importante para la resis-

tencia, es constitutiva; es decir, existe expresión de ella aún 

en ausencia de antibiótico. En nuestro sistema se observó que -

e~ta proteína es inducible. Este dato se reprodujo en todos los 

experimentos hechos bajo las mismas condiciones¡ por lo que pro

ponemos que la proteína de 18 Kd es inducible al igual que las -

ot~as proteínas de pSClOl involucradas en la resistencia a Te -

{Figura 15) • Esta discrepancia con lo reportado por otros auto

res podría deberse: 

Primero, a que esta proteína pudiese comigrar con otra(s) prote.f. 

na(s) enmascarándose, siendo catalogada como constitutiva. Sin 

embargo, esta explicación es poco probable ya que existen estu-

dios de deleciones del gen cqn los que se le ha identificado pl~ 

namente (64). Segundo, que bajo ciertas condiciones como serían 

diferentes medios de cultivo, edad del cultivo, etc., la expre-

sión de la pr~teína de 18 Kd pueda comportarse de manera diferen 

te. No tenemos datos que apoyen esta explicaci6n en el trabajo 

sin embargo, es posible que la expresión de la proteína varie -

con el medio de cultivo utilizado (S. Levy comunicación personal). 

2) Para el plásmido pRSOl, se observaron dos proteínas que intervi~ 

nen en la resistencia a Te (25 y 34 Kd) previamente reportadas -

(90) y una tercer proteína inducible con la presencia de Te, de 
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alto peso molecular (~ 70 Kd), que no ha sido reportada. Debido 

a que los estudios en este plásmido son bastante recientes, es -

posible que esta sea una proteína que intervenga en la resisten

cia a Te no identificada, en cuyo caso sería el primer reporte 

de una proteína de tan alto peso molecular involucrada en la re

sistencia. Se han contemplado otras posibles explicaciones para 

este resultado interesantes de enunciar. Que esta proteína se en 

cuentre codificada en el plásmido pRSDl (en el transposón menor -

o fuera de él) pero no intervenga en la resistencia a Te y que el 

awnento en la síntesis de proteína se deba al awnento de la trans 

cripción de uno de los genes inducibles (26 ó 34 Kd) y que dicha 

transcripción se continue hacia el gen de la proteína de 70 Kd -

por la falta de un terminador eficiente, esto ha sido comprobado 

para algunos promotores fuertes como el del RNAl del plásmido --

pBR322 (91) y el promotor antitet (92). Otra posibilidad es gue 

esta proteína no se encuentre codificada en el transposón y no -

intervenga en resistencia al antibiótico, pero que su expresión 

se induzca con la presencia de Te, es decir, que cualquiera que 

sea el mecanismo de inducción de la resistencia, no sea exclusivo 

para los genes que intervienen en ella. Esta posibilidad ha sido 

planteada ya que para el caso de la proteína de 15 Kd del plásmi

do RlOO (76), ya que al parecer se encuentra fuera del TnlO v pa

rece no tener ningún efecto en la resis~~nri~. 

Este hecho plantea una posibilidad inter~sante y es que la prese~ 

cia de Te pueda inducir la expresión de otros genes no relaciona

dos con la resistencia. 
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Un punto más que nos llamó la atención fué el comportamiento 

de las proteína TET (34-36 Kd). Estas rroteínas tienen ciertas caracte

rísticas que la hacen de difícil visualización en geles de poliacrilami

da (14). El hecho de que las proteínas TET sean membranales, probable-

mente hidrofóbicas y por lo tanto difíciles de solubilizar, pudiera ser 

responsable de este comportamiento. Para ello se probaron diferentes co!!_ 

diciones de las cuales algunas dieron resultados positivos, como puede -

verse en los resultados (Figura 15). 

Al parecer las diferentes proteínas TET de los plásmidos ut!_ 

lizados pueden ser modificadas por diferentes condiciones de temperatura, 

medio de cultivo, etc. Cuando las muestras son solubilizadas a tempera-

turas entre 3Sºy 65°C las proteínas TET son observadas sin ninguna difi-

cultad; sin embargo, la banda correspondiente a esta proteína no se obseE 

va con la misma intensidad si las muestras son incubadas a temperaturas -

por arriba de los 65°C. Estos datos nos sugieren que en estas condiciones 

las proteínas solubilizadas forman complejos de alto peso molecular que -

precipitan, los cuales no entran al gel de acrilamida. Otros autores han 

observado que la presencia de compuestos como el sos y el mercaptoetanol 

pueden estimular este proceso, por lo tanto una posible solución para la 

visualización de la proteína TET sea que la solubilización de las muestras 

sea a una temperatura debajo de los 65°C y disminuyendo la cantidad de SDS 

y mercaptoetanol de las muestras. Sin embargo, es posible que este proce

so sea más complejo y que existan varios factores que provoquen que esta 

proteína sea sensible a agregarse. Como se mencionó, se tienen reportes 

similares con proteínas de cromóforos de bacterias fotosintéticas, que son 

proteínas membranales como la proteína TET y que son de difícil visualiza-
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ción (93,94). Se podría sugerir que proteínas merobranales, como son los 

ejemplos que han sido mendionados, sean suceptibles a formar dgregados de 

alto peso molecular bajo las condiciones est.ándard de solubilización. 

F.l Último punto que será abordado en cuanto a la caracteriza

ción física, es el hecho de que existe una diferencia grande en la sínte

sis de proteínas de minicélulas de la cepa P678-54 a Tetraciclina y Novo

biocina, dependiendo del plásmido que contengan. Las minicélulas con 

pSClOl fueron m~s resistentes que las minicélulas que contenían el plásm! 

do RJ.00, RP4 o pRSDl. Este efecto no se observó en cultivos de la cepa -

P678-54 con los diferentes plásmidos (Figura 18 y 19) • Al parecer la pr~ 

sencia de ciertos plásmidos como son el RJ.00, pRSDl y RP4 provocan que -

una misma cepa tenga una respuesta diferente a un antibiótico; probable-

mente por que codifican para la presencia de pillis, estructuras involu-

cradas en la conjugación, los cuales podrían ser responsables de este fe

nómeno al alterar la permeabilidad celular. Sin embargo si esto fuera -

cierto debería de reflejarse en la cepa P678-54 y no solainente en las mi

nicélulas de la misma cepa. Una posible explicación es q\le la membrana -

de las minicélulas se encuentre alterada (49) y que por lo tanto la pres~n 

cia de pilli en estas "células" provoque una mayor entrada fü~l antibióti

co lo que no ocurre con las células normales. 

Aspectos Regulatorios 

Un fenómeno observado en este trabajo, es que dependiendo de -

la fase de crecimiento de cultivo de la cepa P678-54 con los diferentes ~

plásmidos, se presentan diferencias en el nivel inducible de resistencia a 

Te. Como se ve en los resultados, existe una etapa 6ptitna de inducci6n de 

._ = aLY,IEilitu & 
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la resistencia que es la fase exponencial tardía (Figura 12) • 

Este resultado sugiere que existen cambios en la célula depe~ 

diendo de su estado fisiológico que modifican la expresión de las proteí

nas de resistencia o bien el mecanismo de resistencia. Se sabe que modi

ficaciones en los niveles de ciertos metabolitos como ~~1Pc, GMPc, ppGpp, 

etc. pueden modificar 1a expresión de algunos genes (95). De especial -

interés es el caso del ppGpp. {Guanosina-S~difosfato-2' (3')-difosfato) el 

cual es un catabolito que aumenta durante la fase exponencial y provoca -

el aumento de transcripción de ciertos genes, tal vez por modificar la -

interacción de la RNA polimerasa- promotor (96) • 

Es también posible que este estado óptimo de inducción de la 

resistencia se deba a cambios membranales de la célula que ocurren duran

te las diferentes etapas de crecimiento del cultivo. Estos cambios pueden 

provocar que la proteína TET, que parece ser en buena parte la responsable 

de la resistencia, se intercale en la membrana con una mayor eficiencia o 

de fonna tal que aumente la actividad de la proteína de bombear el anti-

biótico hacia afuera. Existen diferentes reportes sobre las modificacio

nes que sufre la membrana con respecto al tiempo, como esterificaciones -

en los ácidos grasos de los fosfolípidos que inducen cambios en la fluidez 

de la membrana (97). 

En cuanto a la dependencia a girasa, que fué el objetivo pri~ 

cipal de este trabajo se observó que todos los plásmidos estudiados conta 

ban con una proteína común (34 ó 36 Kd) denominada TET sensible a Novobio 

cina; es decir, que para su expresión es necesario que el plásmido se en

cuentre superenrollado. Esta sensibilidad a Novobiocina de las diferen--
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tes proteínas medida como el porciento de inhibición de la síntesis de 

proteínas no es homogénea, al parecer existe una gradación en cuanto a su 

dependencia a girasa (Tabla VIII-). Por lo anterior proponemos que un gen 

no es dependiente o independiente de girasa sino que dentro de aquellos -

genes que son afectados al relajar el DNA existen unos que son más afecta 

dos que otros. 

Para descartar que este fenómeno pudiera deberse a alguna variable -

no controlada en el experimento sería necesario hornogenizar lo más posi-

ble los diferentes determinantes estudiados. Una de estas variables que 

pudiera ser importante, es la diferencia en tamaño de los diferentes plá.§_ 

mides: 

pSClOl --~ 

RlOO ~ 

pRSDl --'> 

5 Mdal 

70 Mdal 

30 Mdal 

De tal manera que en los plásmidos como el RlOO, la concentr~ 

ción de Novobiocina utilizada no sea suficiente para relajarlos al mismo 

nivel que a los plásmidos de peso molecular pequeño como el pSClOl; esto 

considerando que la DNA girasa tiene sitios preferenciales para actuar, y 

que para plásmidos de alto peso molecular sería mayor la cantidad de molé 

culas de DNA girasa que interaccionaran con ellos que con los plásrnidos -

de peso molecular pequeño. Esta variable podría desaparecer si se horr.O'J.'::. 

nizara el ta".iaño 1e los dif0rn'."'.':<'~. detcrrdnantes rle n~!"ie+.-,p,.,ia, que po--

dría lograrse si los diferentes determinantes se transfirieran a un re-

plicón común como el plásmido pBR322 (85), a~ucllos deterr.iinantes que son 

por sí solos sumamente grandes (TnlO y el Tn 1721) podría ser utilizada -
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únicamente la zona necesaria para la resistencia. 

Como se mencionó en la introducción, no existe hasta la fecha 

un modelo aceptado para la dependencia o independencia de un gen e la DNA 

girasa. Sin embargo !?Odría explicarse por las características de la re-

gión promotora o de las regiones aledañas a ella. Aparentemente existe -

un efecto en el nivel de transcripción de los genes dependientes de gira-

sa cuando se encuentran relajados en comparación a cuando se encuentran -

superenrollados; esto puede deberse a que se encuentra afectada la forma

ción del complejo abierto o del complejo cerrado del inicio de la trans-

cripción. 

La denotación complejo cerrado involucra el momento en que la 

RNA polirnerasa reconoce y se une al prornotoi<y el complejo abierto el mo-

mento en que se inicia la transcripción y es un estado irrversible según 

el modelo propuesto por McKlure (99), 

donde: 

(RNAp) 
[Pr) 

(RNAp-Pr)c 

(RNAp-Pr)ac 

(RNAp-Pr)a 

concentración de RNA polimerasa 

~oncentración promotor 

concentración complejo cerrado 

concentración estado de transición entre el comple

j0 c~rrado y el complejo abierto 

concentración complejo abierto 

Es posible que aquellos genes cuyos promotores tengan secuen

cias menos similares a la consenso o en los que la distancia entre las re 
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giones -35 y -10 sea diferente a la consenso sean dependientes de girasa. 

Otra posibilidad es que el porciento de G-C en la zona del promotor pro--

vaque que un gen sea dependiente de girasa¡ debido a que en el caso de un 

contenido mayor de G-C la cadena de DNA sería más estable y por lo tanto 

la energía necesaria para desnaturalizar el DNA sería mayor; teniendo ma-

yor dependencia a medida de que se alejen de la secuencia consenso (secu~n 

cia o distancia) o tengan un mayor % de G-C. 

Para el caso de la proteína TET del plásmido pSClOl que es in 

hibida en presencia de Novobiocina en un 95%, se observa que su promotor 

es prácticamente consenso en cuanto a secuencia y distancia, siendo a pe-

sar de ello muy sensible a girasa: 

-35 17 pb -10 +l 
prom. TET: ATGTTTGACAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTA 

prom. cons: TTGACA -- 17 pb -- TATAATG CAT 

El i de G-C en la zona de este promotor es de 39%, si se cornp~ 

ra con un gen independiente de girasa, como sería el de lactamasa que tie-

ne un 34% de G-C, no se tiene una diferencia significativa que explique la 

dependencia de girasa por el promotor tet •. 

Es patente que a partir de estos datos no es posible uclJULl.l<.:ctt 

la dependencia del gen tet, por lo menos para el caso del pSClOl, a ninqu-

no de los factores propuestos. ni a los propuestos por otros autores (46). 

Al parecer, el porgue un gen sea dependiente de girasa sigue siendo hasta 

la fecha una pregunta que requiere mayor cantidad 1e estudios. 
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El hecho de que en los tres determinantes de resistencia es-

tudiados exista una proteína .:¡uo dependa de girasa, nos habla de un fac·-

tor com\ln a los tres diferentes genes. Ya que la presencia de tetracicli 

na provoca en todos ellos un aumento en la transcripción, es posible que 

la zona regulatoria de estos tres genes sea semejante, no en secuencia, -

pero sí en estructura. 

A pesar de que no existe hibridización entre los diferentes -

determinantes, es decir, que sus secuencias de DNA son diferentes, por lo 

menos en bacterias grarn negativas, se observan claras similitudes entre -

ellos tanto en el tipo de proteínas que codifican, la función de estas, -

su tamaño, y como se vió en su comportamiento a otros factores como el -

superenrollamiento de la molécula. 

Lo anterior puede ser explicado a través de una convergencia 

o una divergencia evolutiva, la primera nos parece más factible ya que -

sus secuencias son completamente diferentes. 

Como ya se había mencionado, la resistencia a la mayoría de -

los antibióticos mediada por plásmidos se encuentra representada por la -

presencia de un solo determinante de resistencia; cabe preguntarse pues -

porqué ~ara la resistencia a tetraciclina existen cuando menos cuatro di

ferentes determinantes de resistencia para bacterias gram negativas; que 

tipo de ventaja selectiva confirieron este tipo de mecanismo sobre otros 

posibles que sin lugar a dudas surgieron, de forma tal que a través de -

diferentes vías se llegara a un mecanismo semejante. Probablemente los -

mecanismos de modificación del sitio blanco no sean viables ya que pudie-
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sen ser letales para la célula, o bien que para el caso de este antibió-

tico, que produce una serie de efectos secundarios, la modificación del -

sitio blanco no sea suficiente para la resistencia y el único mecanismo -

posible es sJ que encontramos en la actualidad: sin embargo quedarían to

davía posibilidades como la modificación de la tetraciclina. 

Se ha especulado sobre el origen de la resistencia a antibió

ticos mediada por plásmidos, pudiese provenir de la cepa productora del -

antibiótico. Para el caso de la resistencia a tetraciclina, la existen-

cia de varios determinantes de resistencia podría ser explicada a partir 

de las diferentes cepas productoras de tetraciclina que son Streptomycetos 

de diferentes géneros. 

Al parecer ninguno de los determinantes usados en el trabajo 

constituyen un operón, ya que contienen regiones promotoras diferentes -

para cada una de las diferentes proteínas de las cuales unas son dcpendi~n 

tes de girasa, hecho que había sido propuesto por otros autores para el -

caso del plásmido pSClOl. En los datos presentados en este trabajo parece 

que este mecanismo es común para los diferentes determinantes. 

Se ha observado la existencia de promotores translapados para 

el caso de la proteína TET del plásrnido pSClOl y más recientemente para las 

clases A y B de Levy a las que corresponden el Tnl521 y el TnlO respectiv~ 

mente. Al parece las tres proteínas TET pertenecientes a los diferentes 

determinantes presentan promotores translapados con los genes de otras 

proteínas que en algunos casos pueden ser el represor del sistema. 
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Postular un mecanismo general para la resistencia de los dife 

rentes determinantes no es fácil, ya que en algunos de ellos existen dis

tintas proteínas que intervienen en la resistencia. Sin embargo, existen 

puntos semejantes para todos ellos como son: 

- La expresión de las proteínas de resistencia a tetraciclina se en

cuentra regulada negativamer1te por la presencia de un represor. 

- Al parecer para todos los determinantes, la proteína TET es una de 

las más importantes para la resistencia. 

Las proteínas TET presentan promotores translapados: sin embargo, 

para el caso del TnlO y el Tnl721 el gen de esta proteína se en--

cuentra translapado con el gen de la molécula represora y para el 

caso del pSClOl se encuentra translapado con el gen de la proteína 

de 14 Kd la cual no parece tener importancia en la resistencia. 

Es probable que la entrada del antibiótico a la célula provo

que la modificación de la molécula represora de tal manera que no pueda -

interactuar en el sitio operador de las diferentes proteínas permitiendo 

su expresión. Probablemente esta molécula represora no sea exclusiva pa

ra las proteínas involucradas en la resistencia y pueda interactuar con -

otros genes que no se cuentren involucrados en la resistencia, modifican

do su expresión. Esto podría explicar el porqué proteínas como la de 

15 Kd del TnlO y la de 14 Kd del pSClOl se inducen en presencia de Te, 

Un punto interesante para el caso del TnlO clase A y Tn1721 -

clase B es que las moléculas postuladas como represoras (25 y 26 Kd res-

pectivamente) se encuentran involucradas en el mecanismo de resistencia Y 

si se deletan, además de provocar constitutividad al sistema, disminuye -
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el nivel de resistencia de la cepa. 

Como conclusión final del trabajo quisiera remarcar que el e~ 

tudio de la resistencia a antibióticos mediada por plásmidos y en espe--

cial la resistencia a tetraciclina constituyen un campo abierto para la -

investitación ya que existen una gran cantidad de preguntas sumamente in

teresantes por contestar en el aspecto regulatorio, evolutivo, de relacio 

nes filogenéticas, etc, 

En este trabajo se llevaron a cabo una serie de estudios pre

liminares enfocados a tratar de entender el mecanismo de resistencia a -

tetraciclina de los diferentes determinantes utilizados, fué encontrada -

una similitud en cuanto a la dependencia de la proteína TET a girasa, la 

cual es una más a las ya encontradas en cuanto a su función. 
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IX. APENDICE 2 

Abreviaturas 

Te Tetraciclina 

Novo Novobiocina 

Minoc Minociclina 

Chelo Chelocardina 

pb pares de bases 

Kd kilodaltons 

g. gramos 

µg rnicrogramos 

ml mililitro 

µ1 microlitro 

1\p l\mpicilina 

Km Kanamicina 

Cm Cloranf enicol 

Hg Mercurio 

Sp Espectinomicina 

Su Sulfadiacina 

Nm Neomicina 

rpm Revoluciones por minuto 

DO Densidad óptica 

nm nanómetros 
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