
610106 

3, 

UNIVERSIDAD AUTDNOMA DE GUADALAJ,~~~;; .s:zi,r ·~~ 
Incorporado o lo Universidad Nacional Autónomo de México. .JÓ FfU11(. 

ESCUELA DE BIOLOGIA 

Perfil Plasmídico de Tres Géneros Bacterianos Patógenos 
Aislados de Leche en la Cd. de Hermosillo, Sonora. 

Comparación de Cuatro Métodos de Extracción 
de ADN Extracromosómico. 

n:s1s coN 
FAL\.l'I r!i ORlGEN 

TES 1 S 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

BIOLOGO 

PRESENTA 

FRANCISCO MONTES DE OCA CANASTILLO 

G Ull<lalnjnra, .l ali seo Octubre de 198!) 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



C O N T E N I D O 

,.P.\i'gina 

LISTA DE FIGURAS . -~,-¡·-: 

LISTA DE CUADROS 

Ecolog~a de Pl~smidos •••••• ; •· •••• ' ~-·~~·~.:-f·?::~~·.:~'.·:(~:::·j .. ·~·:~: 'ao 

Importancia de Jos Pldsmidos en Epid~miolor;ii-a · ••• -25 

MATERIALES Y METODDS ······••••••••••·•••••••••········ 27 

Recoleccibn y Procedencia de la Muestra •••••••• 27 

Obtencidn del ADN plfsmfdico ••••••••••••••••••• 29 

M~todo l. Procedimiento rdpida de Kado y Liu 
JJ1odificado • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 29 

M~todo II. Procedimiento de Birnboim y Doly 
modificado por Manniatis 30 

iv 



C O N T E N l O O CContinuacidn) 

Pdgina 

M~todo 111. E~traccibn con fenol-cloroformo 33 

M~todo IV. Modificacibn del m~todo de Birn-­
boim y Ooly en nuestro· l~bo~ator~~ : ••• · •••••• 33 

Perfi 1 Plasmi"dic:o ........ • ...... . 34 

Elecrtroforesis en _gef_-,-de'._~_~a~-o~'.ii..f.~\:.~-,~-.· •. : •• -_-: • • · 

Vi SUCl 1 i z ClC: i bn ••••• : • • -•• ~:··;·_-i<·~~-:'~~E~~:i~~:~·;t~~~\·:··~) .--~---~,;e~·~ .. ·.' 35. 

35 

RESUL TAoos T~~~~. ~~. '. ~~. ~~~~~~. }:-),,¡'~:!Ir~;.1~~~1Bt;?0?~~}.;; .· 37 

38 

OlSCUSlON ••••••••••••••••••• · •• ·J~:-~-.~.=:~;:~:'-~'.-~:~~~~~~J'{~~~: .. · :~·~ .- ..... . 
CONCLUS l ONES V RECOMENOAC 1 ONES ;':_.~--,-~- /~~ ·::~:_,·j·.~'~l~·¡;::-~:r~c-~·:,~·-~--~ -~ .--~: ~ .. . 

57 

60 

REFERENCIAS •••••••••••••••••• -.-·~--•• ·' •. ~-'.~-:-;· •• 62 

V 



LISTA DE FIGURAS 

Figura P~g ina 

l. Conjugacibn bacteriana ••••••••••••••••••••••••• 17 

2. Transduccidn especializada ......................... 19 

3. Frecuencia relativa de microorganismos aislados 
en 170 muestras de leche pasteurizada, en la 
Ccl. de Hermosillo, Sonora ...................... 39 

4. Perfi 1 plasm'ldica obtenido por el mt?todo I 43 

5. Perfi 1 plasm1dico obtenido por el ml:!todo 1 1 44 

6. Perfi 1 plasm'idico obtenido por el mt?todo I I 1 46 

7. Perfiles p l asmi. di cos de É~ S.9JJ <I-V> . ........ 48 

8. Perfiles plasm1dicos de É~ S.9Jj <VI> .......... 49 

9. Perfiles p l asmi. di cos de g.: S.9JJ CVll) .......... 50 

10. Perfiles p 1 asmi. di cos de .?~ .P .il .r _ilj; J .P.D .Y A ........ 53 

11. Perfile5 p lasm'idicos de .?.: ..;.Y.!~.Y~ ............. 55 

vi 



LISTA DE CUADROS 

Cuadro P;igina 

l. Pl;ismidos R aislados de diferentes 
microorganismos 12 

2. Pl':lsmidos diferentes de R obtenidos en 
otros estudios • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 14 

3. Distribucibn por marcas de leches analizadas 28 

4. Condiciones 
agarosa 0.6Y. 

de electroforesis en gel de 

5. Bacterias seleccionadas para el estudio de 
su perfil plasm~dico por su importancia 

3ó 

cJi'nica ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 40 

b. Serotipo y antibiograma de las bacterias 
utilizadas en el estudio •••••••••••••••••••••• 41 

7. Perfil es y tama1"1tls de las bandas 
plasmi'dicas obtenidas de s.!. E.9.!1 51 

a. Perfiles y tama'hos de las bandas 
plasm'ldicas obtenidas de ..?~ .P ji. I jl._tj .P .ttY ........ 54 

9. Perfiles y tama'l'los de las bandas 
plasm'\dicas obtenidas de .?~ Jl..1-'I.§'.1-1~ ........... 56 

vi i 



OBJETIVOS 

Aislar el ADN p l asm i'd i co de tres ge.tneros bacteria nas 

aisladas de leche pasteurizada utilizando cuatro mdtadas 

distintas para ella. 

e_"!..r:..~l~l:!J ... C!...r_~~ 

aJ Determinar cudl me.ttada resulta mds eficiente. 

b) Obtener las perfiles plasmi'dicos de cada cepa. 

e> Comparar los perfiles obtenidos y observar 

entre ellos. 

"i i i 

similitudes 



RESUMEN 

En el presente estudio se compararon cuatro m~todos de 

extracci~n de ADN extracromosbmico con el fin de obtener el 

perfil plasm1dico de tres g~neros de bacterias patbgenas 

aisladas de leche pasteurizada en la Cd. de Hermosi l lo, 

Sonora: ~~S.ti~i:..L¡:;_tiL"!. s.,q_LL' ~t.o!RtJ..~LQ..S..Q...¡:;_¡:;_L!_~ <!.L!..i:..~L!..~ Y ~'ª-.L'!!..Q...'lt!.LLO?. 

P....~i:..~t!..PJJ..'i.• 

Los m~todos probados fueron los propuestos por: a> Kado 

y Liu; b>Birnboim y Doly modificado por Manniatis ~~ ~L; 

adem~s c> M~todo del fenol-cloroformo y d) Una madificacibn 

de Birnbaim y Doly hecha en nuestro laboratorio. 

Este ~ltimo resultd ser el mds efectivo ya que se logrd 

obtener una alta resolucidn y una muy buena visibilidad de 

las bandas plasmi'dicas con respecto a las otras te'cnicas. 

En cuanto a los perfiles plasmi"dicos se obtuvieron siete 

distintos en~~ <;,.Q...Ll con alguna similitud entre algunos de 

ellos; dos diferentes en~~ ~'-:!..'=-~'-:!..~sin similitud alguna; y 

tres perfiles totalmente diferentes en~~ P-~t:..~t.1-P-tJ..~. 

Hubo un microorganismo por g~nero que no presento 

ninguna banda plasm)dica aparente. 



ltJTROOUCCION 

Hace m"s d" 40 a"hos un sorprendente descubrimiento 

revoluciond la medicina, espec i•ti cament e el campo 

tratamiento de enfermedades infecciosas~ los antibidticos1 

son productos de origen naturü.l, poseen 

anti microbiana y son sintetizados por bacterias u 

ü.ccibn 

hongos. 

Los antibidticos vinieron a reforzar el arsenal de iagentes 

terape'uticos 

hombre. 

qu" incroment.:::in la esperan::a de vida 

Por otro lado estos maravillosos compuestos hallaron un 

lugar importante en la alimentacibn animal como ''promotores 

del crecimiento''• 

Sin embargo, con el paso del tiempo y como consecuencia 

de la liberacibn masiva y uso indiscriminado de 

antibidticos por el hombre, la sombra del grave problema de 

].k<S resistencias bacterianas a estos f-'Írmacos esta' 

acecho y poco a poco empieza a causar estrugo~ en 

tratamiento de las enfermedades infecciosas. 

Aunque a~n se controlan con bxito en su mayor'i u, 

al 

el 

las 

enfermedades llamadas intrahospitalaria~ y las epidemias en 

que el agente causal es un organismo resistente a uno 

varios antibibticos, s" convierten paulatinamente 

padecimientos letales. 

o 

en 



Desde hace treinta a~os se conoce la resistencia 

por pl~smidos, pero estos fueron considerados como 

rareza; en 

frecuencia 

sumamente 

actualida.d, en cambio, s.a.bemos que la 

de estos elementos extracromosbmicos 

elevada y que est::in presentes en casi 

de las e~pecies bacterianas conocidas. Se 

2 

dada 

una 

es 

la 

sabe totalidad 

t.amb i E!n de la versatiliddd funcional de tales 

macromol~culas y de los complejos mecanismos intrincados en 

su transferencia y movilidad. 

En el presente trabajo se compararan cuatro tbcnicas de 

extraccibn de ~cido desoxirribonucleico tADN) plasm'idico 

con el fin de determinar cu~l de ellos era el m~s eficaz. 

Se probaron tres ghoneros distintos microorganismos. 

patdgenos aislados de leche pasteurizada y se observd el 

¡:·-c~rfil plasmi'dico que mostraban dichas bacterias. 

La finalidad 

simplificar la 

epidemiolbgicos 

de este estudio es la de optimizar y 

metodolog1a para la deteccibn 

en baso a la caracteristica de 

de 

su 

agentes 

perfil 

plasmi'dico, hecho que sera de gran utilidad en la salud 

pLlblica. 

El presente trabajo inicia con una revisidn general 

acerca de los plhsmidos, definicibn, origen; descubrimiento 

y <?Volucibn, estudio, clasi-ficacibn, mecanismos 

transferencia, ecol og1C:i y finalmente su importancia. 

Des pues se continLla con la descripcidn del trabajo en siº, 



Jos resul tildas obtonidos, 

algun.:as recomP.ndac:iones 

conclusiones del trabajo. 

su discu!::.ibn y 

generales en 

culmina 

a 

3 

con 

las 



REVISION BIBLIOGRAFICA 

Los pl~smidos son mol\?culas de :a.e ido 

desoxirribonucleico, circulare5, dtiplex, que var"i an er .. 

tama"no, desde dos, hasta varias centenas de kilobases <KB>, 

y poseen genes para la inactivacidn de antibidticos, para 

metabol izar productos naturales y para la de 

toxinas, entre otros. En esencia, los 

produce idn 

pl~smidos son 

cromosoma5 

bacteriano, 

condiciones. 

accasorios que difieren del cromosoma 

en que solo son indispensables bajo ciertas 

Los pl~smidos son tambi~n replicones, es 

decir, contienen una regibn espec"ific~ para su replicacibn 

Y• por ende, pueden replicarse autbnomamente <Stryer, 

1981). Las diferentes clasificaciones de los pl~smidos y 

las funciones que desempóhan se tratar:an mas adelante. 

fue 

Q~i9€Di º~§s~9~i~i~n!2 Y S~9l~si~o 

Se puede decir que el descubrimiento de lo5 pla-smidos 

una consecuencia del uso de los antibibticos, ya que 

los primeros reportes que se tienen de ellos son en base a 

resistencias transmisibles a antibidticos <Watanabe, 1963). 

Las molt?culas encargadas de este proceso se denominaron 

plcl'smidos. Desde entonces, la importancia de los pla-smidos 

ha sido apreciada progresivamente, tanto en sus hospederos 

bacterianos, como, indirectamc:>nte, en el hombre. Hoy se 

4 



5 

sabe que adem'::ls de estar involucrados con organismos 

resistentes a antibidticos, confieren tambi~n importantes 

car ac ter i'st i cas que pueden perjudicar o beneficiar "l 

hombre <Platt ~~ ~L· 1986). 

Sin embargo, el hecho de que el uso de antibidticos 

haya conducido a la deteccibn de los pl~smidos, no quiere 

decir que ~stcs hayan sido los que los originaron. Se sabe 

que las bacterias de la ''era pre-antibidticos'' (anteriores 

al uso de antibibticos) ya presentaban pl~smidos <Datta and 

Huges, 1983)' y alln mas, el grado de similitud de esas 

pl¡:fsmidos y los modernos, es muy grande, lo que lleva " 
pensar que los Ultimas derivan de los primeros <Datta and 

Huges, 1983; Platt ~~ <!..L• 19861. 

Existen, sin embargo, muchas tear i'as que tratan de 

explicar 

preponen 

pl.:fsmides 

el erigen de les pl~smidos. Cehen .?J: ~J <1982), 

promueve 

afta.di ende 

organismo 

e"cluc idn 

que uno de los primeros pasos evolutivos de los 

c.onsistid en la formacidn de l" regic:fn que 

la replicacic:fn autdnoma, a la que se le fueron 

genes que proporcionaban ventajas bicldgicas 

que lo posei•a. En pases posteriores de 

se agregaron genes que facilitaron 

"l 

la 

l" 

transferencia interbacterial o una existencia extracelular. 

Lacey (1975), por su parte, propone que qui2~ los plasmidos 

y los tr anspcsones, peque"hos genes mbviles qu., pueden 

integrarse "l cromosoma o " un pl~smido, hayan sido 

formados durante la transduccibn por fagos; mientras que 

Datta {1984), atribuye el origen de los pl~smidos R, 



espec)fic.amente, a la transmisibn de esa determinante por 

parte de e.epas productoras de antibibtic.os, lbgic.amente 

resistente a ellos, a otras ~species sensibles. 

cual fuere el origen del ADN plasmi'dic:o, el hecho 

es que eMiste y est~ en una continua evoluc:ibn, acelerada, 

según la mayor~a de los autores C8oe g~ ~j, 1987; Oatta and 

Huges, 1983; Kunin, 1983; Lacey, 1994; Levy, 198?; 

~ .• l).edermann ~t:. a_l_, 1985), por la presidn selectiva ejercida 

por el uso de antibidtic:os. 

Pera, en que consiste ese acelerado proceso evolutivo 

que ejercen los antibióticos y qu~ consec:uencias pueden 

acarrear? 

Se ha dic:ho que cada ve::: que se usa un agente 

antimic:robiano hay un peque'ho, pero acumulativo efecto on 

la ec:olog~a del mundo microbiano <Kunin, 19831, pue~ bien~ 

dada una presidn selectiva ejercida por un antibidtic:o, 

aunada a la remarcable diversidad gen~tica y a la habilidad 

para trt'lnsferirse resistencias entre bacterias, el 

resultado no es nada halagador, ya que aparecen organismos 

multirresistentes CLevy 1987} y hasta organismos con 

pl.'.ismidos hi"bridos o multifuncibnt'l\es, pldsmidos que adem.:is 

de codificar resistencia a antibidticos, lo hacen tambiE'n 

pdra patogenicidad o produccidn de toMinas <Hawkey, 1986>. 



g2~2s~g~i~2si~n ~ g1~§ifis2si~Q 

An~lisis f~sica-gen~ticos 

7 

Estos llevan la finalidad de obtener mapas fi'sico-

gent?ticos de los pl~smidos, y son muy Utiles para la 

construccibn cepas con marcadores fenot'ípicos, 

genot~picos y veh~culos de clonacibn utilizados en estudios 

de gen~tica molecular e ingenier~a genetica, tales como 

transformac::ibn y clonacibn de genes <Stryer, 1981 ). 

mapas resultan de la integracidn de los Estos 

resulta dos de pruebas de recombinacibn, restriccibn, 

deleccibn e inativacibn por insercibn <Brown sJ; ~j, 1986; 

Novick !"S. _§Lj., 1979; Tennet, gj; .!lJ., 1986). 

Otro an~lisis que es muy comUn es el de sec:uenciacibn, 

que revela la estructura primaria de la cadena de ADN 

<Stryer, 1981 l. 

Cabe mencionar que todas estas t~cnicas se realizan con 

ADN plasm~dico previamente aislado, por lo que el m~todo de 

obtencibn del pl~smido se convierte en un paso fundamental 

y determinante para el g~ito de tales estudios. 

An~lisis molecular 

L• mayori'a de los trabajos de ana:lisis molecular 

pla:smi.dos han sido llevados a cabo en el campo de 

de 

la 

Epi.demiologi•a y solo unos cuantos en relacidn con problemas 

de otra naturaleza. ~as t~cnicas usadas con este fin caen 



B 

en dos ca tegori. as: directas e indirectas, aunque 

~~ ~l..t 

ambas 

1976; parten de ADN previamente aislado <Meyers 

Schaber g, gj;. -ª"] , 1981 l • 

Estas comprenden la electroforesis en 

gel de agarosa y el ancflisis oon endonuc:leasas de 

restriccidn. La primera da el tamafto de una mol~c:ula 

plasmrdica y la segunda nos dice, en base a las fragmentos 

generados, la similitud entre mol~c:ulas plasmrdicas <Meyers 

9j;. _€!.]' 1976) .. 

Estas nos proporcionan informacidn 

cuantitativa acerca de las homologras entre secuencias de 

Las bases de ADN de diferentes fuentes por hibridacibn. 

tl!cnicas mas usadas san: al Hibridacibn ADN-ADN en fase 

l'lquida,_que determin.a .1a extensibn de-homolog'ias entre-dos 

plasm'idicas; bl An'alisis heterodl.lple><, para moll!culas 

pl'b.smidos peque"'nos, en el cual el ADN h~brido se observa 

directamente al microscopio electrbnico, el ADN no homblogo 

aparece como asas o burbujas de una sola cadena; y el 

Hibridacidn Southern blot, en el que secuencias de ADN muy 

pequeii-as (v.g. genes> pueden ser identificadas, por una 

sonda (probel de ADN marcado radioactivamente con 

anterioridad, el cual se asocia a un fragmento de pl~smido 

que ha sido transferido a un filtro de nitrocelulosa 

tFarrar, 1983; Lacey 1984>. 

La i nformac i bn que aportan Ja aplicacibn de las 

tE>cnicas moleculares es muy l.ltil en la Epidemiolog\a, 

especialmente el perfil plasm~dico en gel de agarosa, ya 

que es posible detectar por medio de ~l, cepas bacterianas 



q 

epi d~micas, 

idt?ntico 

es decir, cepas 

1 981 ) ; 

con un perfil plasm"ídico 

<Schaberg, tambil?n se ha logrado 

identificar pl~!<:.midos epidl?micas <Chabbert _!?,J: .PJ, 1979; o 

Brien _ej: JlJ, 

transferirse 

1982)' por la capacidad que tienen estos de 

de una cepa a otra por conjugacidn, asi", un 

mismo pl~smido puede encontrarse en diferentes especies. 

biotipos o serotipos bacterianos relacionados por una 

epidemia. Es importante hacer notar que estos problemas no 

hubieran podido ser resueltos sin la ayuda de las t~cnicas 

moleculares. 

El perfil plasmi'dica tiene la ventaja de que es 

sumamente rapido y simple, y puede ser aplicado a todas los 

organismos involucrados en una epidemia, en tanto que otros 

indicadores epidemiolbgicos tales como serotipo, biotipo y 

fagotipo, requiren de pruebas relativamente complicadas, "',' 

que muchas veces no son aplicnbles a todos los 

n.icroorganismos involucrados <Farrar, 1q93). 

Tambi~n se ha utilizado el peri i 1 p lasm"i.dico para 

demostrar o comprobar la transmisibn o adquisicibn de 

infecciones por alimentos contaminados con bacterias. Se 

ha logrado observar que en dreas geogr~iicas muy 

se obtienen organismos con perfiles plasmi'dicos 

separadas 

similares 

que han viajado en un veh~culo com~n y despu~s se han 

transmitido por contacto de persona a persona, causando 

as.i', una epidemia <Levy, 1qe7; Levy ~! 21, \q76l. 
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Clasificacibn 

Los pl.:ísmidos han sido clasificadas de divarsas 

maneras. La clasificacidn más sencilla es aquella que los 

agrupa en dos clases: autoconjugables y no autoconjugables. 

La primera incluye aquellos pl~smidos que contienen el 

factor F <fertilidad), que los capacita para promover la 

conjugacidn y, por ende, su transmisidn. 

El hecho de que los plaS'.midos no autoconjugables 

carezcan de dicho factor no es un impedimento para su 

movilizacibn, ya que se ha visto que los primeros promueven 

la movilidad de los segundos <Archer and Johnston, 19831. 

Otra clasificacibn se da en base a la incompatibilidad 

gcn~tica de los pl.:ísmidos. Esta se refiere a la capacidad 

;::.. incapacidad 

misma c~lula. 

de un par de pl.:ísmidas, de coe~istir en una 

Asi', pl.;ismidos compatibles pueden existir al 

mismo tiempo en una c~lula, mientras que los incompatibles 

se segregaran durante la primera divisidn celular (Novick, 

En la actualidad existen mas de 21 grupos de 

incompatibilidad bien caracterizados (Datta and Huges, 

las caracteri'sticas fenoti'picas y funciones que 

en: confieren los pldsmidcs los podemos clasificar 

resistentes a antibidticos, resistentes a metales pesados, 

fertilidad, produccidn de bacteriocinas, produccidn de 

antibidticos, producc::io'n de enteroto~inas, induc::cidn de 



I! 

tumores en plantas, factores de virulencia, metaboli2adores 

de alcanfor y octano, proóuccidn de en%imas de restriccidn 

y modifitacibn del ADNi entre otros <Cohen ~~ pjl. 

En este trabajo sblo nos ocuparemos de aquellos qu~ 

tienen importancia desde el punto de vista Cl~nico. 

Estos pl-asmidos codifica" 

para la resistencia a antibidticos, su tamai\'o es muy 

variable independientemente de si hay una sola resistencia 

o multi-resistencia tArcher and 3ohnston, 1983; Novick, 

1967; O Br i en ~\.. <}.l_, 1982; Tennet ~~ ~L' 1984; Tiet2e and 

Tse:hape, 1983) y pueden ser autotransmisibles. Han sido 

aislados en casi todas las especies bacterianas estudiadas 

(Levy, 1997), tanto gram positivas como negativas. 

Hay varios mec:anismos_por __ }os .~cuales los p.l~smidcs_.~ 

tales como~ median la resistencia a estos f~rmacos, 

in.activacibn 

e lor anfen i c:o l 

por medio de en2imas 

ac:etil transferasa); 

beta-lactamasaT 

produccidn de protei"nas 

modificadas a las que no se liga el f~rmaeo (v.g. sinteta2a 

dihidropteritoato en la resistencia a sulfonamidas) 

<Foster, l 983 l • En el Cuadro 1 se presentan pl~smidos R 

aislados de diferentes especies bacterianas~ 

a;:arec: i ar, el rango de tamal'm molecular en el 

estos pldsmidos es sumamente amplio y ni 

como se puede 

que entran 

siquiera es 

pr-oporcional 

cepa. 

al n~mero de resistencias que presenta la 



Microorganismo Caraeteristica 

RESISTENCIA 
===:=:======== 

e 

SM 

AM 

GM 

GM 

SM,AP,SB,SU,CF 

SM,SP,AM,K,GM,C 

AK,NN 

SM,AM,TE 

TE 

C,E,P,TE 

TE 

TE 

TE 

TE 

s~ c.lor<::anfenicol SM= estreptomicina 
SU= sulf'atia:ol GM== gentamic:ina 

E= eritromicina P= penicilina 
AK= amikac.ina NN==- tobram.ieina 
Te~ tetracic:l ina RF= rifampic.ina 

Cuadro modificado de Ledn (lq88). 

12 

Tamat'to Molecular 
tKbl 

4.5 

109 

76 

107 

15 

b8 

121 

38 

145, 4.5 

197, 151 

48 

4.5 

4. 1 

4.2 

SP= espec:tomic:in.a 
K= kanamic.ina 

MC== meti lc.i l ina 
CL.M= c:l indamic ina 

CF= cefalotina 

Cuadro Pl;:ismidos R aislados de diferentes 
~lcroorganismos. 
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e!e§mi9Q§ Son los responsables de la 

produce idn de enterotoxinas <Marti'ne:z ~.!:. 21• 1987) en §:. 

spJj y son las causantes directas de la diarrea al °"'Iterar 

el balance electroli'tico en el organismo, aunque no se sabe 

extactamente como ocurre <Lee '!_~ ~L' 1983} • A menuda son 

transmisibles 

determinantes 

y por lo general se han aislado con 

de resistencia a antibibticcs <Gyles §'~ EJ, 

1977; Mar t'i ne:z p_t .iiJ , 1987>. Su pesa molecular va de 60 a 

65 megadaltons <Lee '!.t. <!.L• 1983; Tiet:ze .and Tschape, 1983>. 

producc:ibn 

bacterias a 

Estos codifican 

adhesinas que favorecen la fijacibn de 

la 

las 

la membra.na celular del hospedero; 

caracter i'st i ca _que faculta_ al _.or_gani smo_para __ ser __ vi ru 1 en to. 

Se han aislado de ~<!_Ln:!..~~~LL~ sp. y ~· so_LL y sus pesos 

moleculares fluctLlan entre 30 y 140 MDal CBrown 

1986; 

1982; 

1984} . 

Hale _yj: 2J , 

Nataro _yj. 2J 

1983; Helmuth p_t _aj, 1985; Hones p_t ~J' 

1987; Pohl pj: .!3-J 1 1987; Popoff, pj: 2J, 

Cuadro 2 se presentan pldsmidos Ent y de 

virulencia obtenidos en varios estudios y de diferentes 

especies bacterianas. Como se puede observar, su 

variabilidad en cuanto a tama~o es muy grande pero, • 
excepc ibn del pl!:lsmidc de .f:!U.11-~..flj.~ sp., todos son de un 

tama~o molecular relativamente alto. 



Microorganismo Caracteristic:a 

~L~~~~LL~ 'fill_:.... Epidemioldgico 

Q'~L~~~L~ !iiP_• Par.:tsito Intracelular 

~:.... ~~l_L Factor de Adherencia 

~:.... ~~Ll Factor de Adherencia y TT 

i;,_:.,.. c_q_l_i_ Enterotd>< i co 

~:.... ~q_l_L Enteroinvasivo 

~~l.g_~l_l_~ !iiP_• Enteroinvasivo 

TT= toxina termoestable 

Cuadro modificado de Ledn <1qasl. 

Cuadro 2: Pl.:tsmidos diferentes de 
otros estudios. 

14 

Tamartt> Molecular 
<Kb> 

54 

?.9 

90 

106 

82 - 136 

212 

212 

R, obtenidos en 
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Son aque 11 os que 

codifican varias caracter~sticas fenot,picas. Surgen de 

recombinaciones entre los tres grupos anteriores. A menudo 

de alto peso molecular y pueden ser 

<Gyles ~.!: ~!' 

1 q93} • 

1977; 

autotransferibles 

En la actualidad se han venido aislando cada vez con 

mas frecuencia, y se ha visto com~nmente la asociacibn en 

un mismo pl~smido de genes que codifican para la produccibn 

de toxinas y la resistencia a uno o varios antibibticos. 
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La transferencia del ADN plasmi'dico puede ser tanto 

natural como inducida. Aqu1 sblo nos referiremos al primer 

tipo, dada Ja orientacibn del trabajo, pero diremos que la 

inducida gran importancia en el campo de la 

Jngenieri'a Gene.ttica. 

Los mecanismos por los que se da este fendmeno son 

conjugacibn y transduccibn por fagos. 

La ccnjugacidn se lleva a cabo por contacto ce'Jula-

cP:lula y esta' mediada por el gen. de fertilidad CF+> 

(Lehni nger, 1982). Esta puede ser tanto i nter espec i'fl ca 

como intraespec1fica <Cohen, 1986; Nart'ine2 .§'_t ~J, 1987; 

Na ideo, 1984; Pl att .§'j; .,Si], 1984; Tennet l§!'j; ~J , 1984 >, es 

decir, que puede llevarse a cabo tanto entre organismos de 

Ja misma especie como entre organismos de especies 

diferentes, aunque se ha observado que existe una barrera 

i ntergenE'r i ca entre los grupos gram positivo y gram 

nE-gativo (Cooksey and Baldwin, 1985>. 

La Fig. es un esquema del mecanismo de Ja 

conjugacidn. En al se observan las dos c~lulas, receptora 

( - ) y donadora ( +)' con un pldsmido F que promueve la 

conjugacidn; en b) se muestra el acoplamiento de las dos 

cEllulas por medio delpili; en c > se 11 eva a cabo la 

~ransferenc i a del pl~smido y en d) la separacidn de las 

cEllulas una ve2 completada la transferencia obteni<;fndose 

como resultado dos cepas potencialmente donadoras (+}. 

1 
i 
! 

1 
¡ 
f 
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a) 

factor·.¡: 

(-) o 
! 

b) e) o oí\ 
---> 

d) o o 
! 

@ o @ o 
Ffg. l. Conjugac16n bacteriana. 
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Se podr~a pensar que la transmisibn por conjugacibn es 

exclusiva de los 

fertilidad, pero 

~stos cap01citan 

pl~smidos que contienen el factor 

no es asi", ya que se ha comprobado 

para transferirse a los pldsmidos 

de 

que 

que 

carecen de ese factor <Are.her and Johnston, 1983; Naidoo, 

1984) • Dicha capacitacibn 

ca integrados que resultan 

uno de el los 

consiste en la formacibn 

de la unibn 

conteniendo 

temporal de 

el factor 

de 

dos 

de plasmidos, 

fer ti 1 idad, transmitie'ndose asi', durante la canjugacidn, 

como un solo pldsmido. A este fendmeno se le conoce como 

e.o-transferencia, y es estimulado 

Jchnston, 

por el uso de 

and antibibticos <Are.her and 1983; Arthur 

Sherratt, 1979; Naidao, 1984>. Est,j' ligado tambi~n a los 

transposones. 

transducc:idn por fagos se da cuando genes 

transducibles 

transportados 

1982) • Esta 

i ntegrac i bn 

segmento del 

f'lsica entre 

de una bacteria se unen al ADN viral y son 

por ~ste, hacia otra bacteria CLehninger, 

puede ser especializada 

de un segmento de ADN 

virus o generalizada si 

si involucra 

bacteriano en 

la 

el 

no hay ascciacidn 

los ADN viral y bacteriano, y el 

bacteriano es encapsulado en lugar del ADN viral. 

2 muestra el tipo de transduccibn especializada. 

fragmento 

La Fig. 



g•n•• 
Tr•naduct blvs 

D•ctvrt• 
Donador• 

Lt•ts 

G•n•• 'f"r•n•duclblvn. 
du la bactort• 
donadora acarreado• 
por •I 1'ago 

ADN "'ir.al 
con gun•s dQ> 
la bacf"erl• 

don• dora -;::>j;.~-~-::·====:;::::= 

Ftg 2. 

Loa g•n•s -.rann.ductdo• 
son incorporados dentro 
d•I cromoaom• d• la 
c•lul• r•c•pf"ara 

Tranaducclón vapvcJallz•da. Comienza con la 
ln1'ec:c:ión vlP'al ~ la tncorporaclo·n d• su ADH 
•n el cromoaoma bac'f"•rlano. qu• etl momurif"o 
d• la duplicación pu•d• ll•"'•r conatgo un 
s•gmen't"o d•l ADN bacf"•rlana. quud•ndo 
f"ambi•rn •ncapaldado. L• 't"ransduc:cto•n d• 
loa gunes. •n •í• •• lle\11.a a cabo cuando ul 
\llirus ''híbrido'" ln1'•cf"• of"ra bac'ferla. 
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Va hemos visto el papel que desemper'nln los pla'smidos 

dentro de sus hospederos, pero, cuhles son 

consecuencias ecolbgicas que esto trae consigo?, 

las 

cbmo 

repercuten estas consecuencias en el humano?. 

Los antibidticos se han venido usando desde hace m~s de 

40 a'1bs para tratar infecciones de humanos, animales y 

plantas, pero como consecuencia de esto, su efectividad se 

ha visto reducida por la aparicibn de cepas resistentes 

(Levy, 1970b; Levy, 198~), es por eso que se dice que el 

'""º de antibidtic:os promueve la aparicidn y diseminacidn de 

pla'smidos R <Platt €~ 21' Esto explica el hecho de 

que genes similares de resistencia entre bactef" i as de 

diferentes g~neros y de diferentes 

presenten un patrbn de resistencia 

nichos 

similar, 

ec:olbgicos 

ilustrando, 

asi', la complejidad de la dispersidn de determinantes de 

resistencia en los microbios. Estas aparecen en determinada 

regibn geogr~fica e inmediatamente se dispersan hasta zonas 

muy alejadas (Levy, 1985). Tampoco están restringidas a un 

grupo animal en particular, sino que organismos 

originalmente presentes en animales pueden despu~s infectar 

al hombre que trata con ellos o con sus productos <Holmberg 

~~ ~l' 1984; Levy ~~ ~L' 197b; Linton, 1977> 

Cerca de la mitad de los antibidticos producido~ en 

Estados Unidos son usados en dosis sub ter apt:?uticas como 

promotores de crecimiento <N.R.C.C., 1980>. La situacibn ~n 

los pa~ses en v~as de desarrollo es m~s grave a~n ya que 
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flora lntestin~l de la~ pcrson~s qua viv~an an la granja. 

Oaspubs de cuatro mes~s de iniciado ~1 estudio, dichos 

individuos comenzaron a excretar cantidades cada ve~ md~ 

g~nndes de microorQanismos resistentes a Tetraciclin~ y 

'hu 1 ti resi s.tente'ii, hecho que no se observd 

control int~gra.d<:i 

en el gr'upo 

granja. Las 

copas rnultiresistentes f~eron capaces de transferir 

las r~sistencias a un ~ndice ~ayor ~ua el d~ aqu@ll~s q~e 

presentaban re~istencia simple~ 

/-\unque la trant.misit:fn de resistenCias de ba.c:teri-'ls 

encontradas en animales a bac~erias que afectan al hombre 

ha sido di~~cil de detectar por el hec::ho de que los mismos 

antibitltieos han sido utilizados tanto en humanos como en 

qnimales (Levy, 1987> r 

$eg~imiento utilizando nurcaotricina, un antibidtico r~cien 

introQucido como promotor de creci~iento en animal~s pQro 

no utilizado El. grupo de investigadores 

monitoreb la ~puricibn de org4nismos ~esistentes a la droga 

entre puerco~ de una granja que consumi'an un suplemento 

alimenticio al cual se le hab~a adicionado el antibihtico y 

ta~bien s~ realizb en los trabajadores de la granja, sus 

familiares y los vecinos del ~rea. Los resultados que se 

obtuvieron durante el primer af'ltl de uso fueron impact6ntes, 

pu~s se en~ontrd que s~ ~2!i aisl~da del trae.ta intestinal 

de los puercos que ingirieron el f~rtnac.o, pt"esentaba 

resi"iOtenc:ia. Oespue~ de un per"i odo de dos .:f'r1os de u-ao, 

determin~nte de la r~sistencla , un transposbn, apar~cib en 
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la flora fec:al de los empleados de Ja granja, en sus 

-familias 

locali%d 

y aUn en los vecinos del drea. El transposdn se 

en pldsmidos transferibles de mas de diez grupos 

de incompatibilidad tanto en cepas aisladas de puercos como 

de humanos. De aqu1 que la exposicibn a un antibibtico 

amplifica la prevalencia de un plasmido de resistencia. as~ 

como tambit?n amplifica o incrementa su oportunidad de 

evolucionar. Despues de que la evolucidn se ha llevado a 

cabo, una reexposicidn idE'ntica incrementara su prevalencia 

por un factor mas grande. De esto se puede concluir que el 

uso antibidticos en animales no sdlo debe medirse en 

func idn del numero de cepas resistentés intercambiadas 

entre estos y los humanos, sino que ademas debera tomarse 

en cuenta su potencial evolutivo. dispersidn y persistencia 

en la flora humana CD Brien, 1982>. Por su parte, el hecho 

de que se hallan encontrado plcismidos R si mi lares en 

b.ac ter i as asociadas con el hombre y los animales, como es 

el caso de los pl~smidos que codifican la resistencia a 

Tetracic:lina en sp. <Tenover, 

1985) y 

1985) ' 

E;..~ ~q_!_l 

(Levy, 

esthn 

1987) • nos indica que los ecosistemas microbianos 

comunicados e interactLan entres~; as"l, bacterias 

que aparecen en poblaciones animales pueden transmitirse a 

humanas y visc:eversa, y ya que Ja mayor i'a de las 

resistencias genl::!tic:os transferibles, 

tostas pueden transmitirse entre diferentes hospederos 

bacterianos, virulentos o no, y poblar las diferentes ~reas 

ecolbgicas CLevy, 1987) 
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Otra consideracibn ecolbgica no menos importante 

aquella sostiene el hecho de las resistencias 

existen en reservorios interactuantes, por un lado humanos 

y animales, y por otro, las mismas bacterias. Se ha visto 

que S.~ ~~LL puede actuar como reservorio de pla'smidos R de 

todas las Enterobacteriaceae <Hale ~~ ~L· 1983; Marshall ~~ 

1983) • Los estafilococos coagulasa negativos ac tllan 

como reservor1os los plcfsmidos de resistencia 

1985; Lacey, 1975; Naidoo, 

su pariente 

tH!~!!'9E!Dil~~ 

pla'smidos 

J..!'J"J.!·l_~.!1-Z_a9 < Medei ros ~j; EJ, 

1986; 

1987; 

actlia 

Cooksey and Baldwin, 

Tennet ~t. '2.L• 1984}. 

como reservorio 

patdgeno m«s cercano, 

de 

lj.!. 

~ 986; Scheifele. and_ Fusel l, 

1981 J ' y se cree que g.!. S2!i act~a como reservorio del 

primero, por los altos i'ndices de homclogi•a gene'tica entre 

sus plasmidos <Siopoulou s-~ ~J 1978). 

Cabe mencionar tambit?n, la a par i e ibn de bacterias 

multiresistentes que es promovida por el empleo de un sblo 

antibibtico par per~ados prolongados <mayores de un mes>, 

cuyas causas aVn se desconocen <Akiba g! ~l, 1960; Datta ~! 

.,!!J t 1971; Kloos, 1986; Me l l er .,!?j: _aj , 1977>. Christie y 

Ounny 

cepas 

<1984) sugieren que ciertos plasmidos, 

bacterianas que pcblan el intestino 

adaptados • 
o Ja pi el, 

adquieren determinantes de resistencia a antibidticos del 

medio, que aumentan mientras se prolonga el tratamiento, 

creando, asi•, pl<:lsmidas multiresistentes, a menudo 

transferibles. 
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El papel epidemioldgicc que juegan los pldsmidos ha 

quedado bien establecido. 

ll Se sabe que ciertos pldsmidos estdn relacionados con 

virulencia, ya sea codificando protei"nas involucradas en la 

resistencia a los mecanismos de defensa del hospedero 

<Hackett ~t.'"!):_, 1987; Hale E!.~ •'!J .. • 1983; Pohl E!.'t!... i.!.L• 1987> o 

codificando protei'nas que promueven la adhesidn e invasidn 

del microorganismo a las celulas del hospedero <Harris g~ 

!!!• 1982; J'ones ~1 2!• 1982; Natarc g1 ~!' 1987; PE!'tlaranda 

~~ i.!.L• 1983; Willshaw E!.~ "!..L• 1982>. 

2> Muchos otros pldsmidos son los causantes de la 

resistencia a antibidticos <Cahen, 1986; Mar t i"nez g1 ~!, 

1987; Novick _!?j; .!IJ, Panhotra and Agarwal, 1981; 

Wa.chsmuth ~t. ~L· 1983) y pueden transferirse de un 

microorganismo a otro (Mahony ~t. a_L, 

1986; Wiedermann gj: .11J., 1985>. 

Sirviendose de estas do" 

1986; Pl att ~t. ~L' 

carac: ter i"st icas, la 

Epidemiologi'a ha desarrollado toda una rama en relacidn a 

los plasmidos como marcadores epidemioldgicos, asi•, hoy es 

posible, en base a perfiles pl<ismi'dicos: aJ Determinar el 

papel potencial de cepas no patdgenas como donadoras de 

plBsmidos R durante epidemias tCohen, 1986); b> Conocer la 

diseminacidn de distintas especies de pldsmidos a trav~s de 

diferentes cepas bacterianas debido a su proceso epid~mico 

<Schlaes and Currie-Mc:Cumber,1986; Sp i ka _e_t ~-1, 1987; 
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Tietze and Tschupe, 1983>; e) Utilizar pl~smidos cr,pticos, 

cuyo producto es desconocido, como marcadores 

epidemioldgicos CJohn and Twitty, 1986) ; d) Confirmar la 

dispersidn de una cepa patdgena transmitida en vehi•culos 

quo alcanzan una gran distribucidn <v.g .. alimentos 

procesados) (O Br i en _!?_t _p.j , 1982; Rieley and Cohen 1982; 

Rieley g~ 2!1 1983}. En resumen, el contenida plasm".idico de 

las bacterias se utiliza para la evaluacidn de epidemias, 

determinacibn de resistencia end~mica a antibibticos y de 

transmisibn de genes de resistencia espec1ficos .. 



MATERIALES V METODOS 

Bgs2!EEEi~n ~ e~QEE9~nsi~ QE !~ m~~§E~2 

Las cepas bacterianas utili2adas en el presente estudio 

fueron aisladas de 

Ciudad de Hermosillo, 

leche pasteuri2ada expendida en la 

Sonora, entre los meses de junio de 

1987 y mar20 de 1988. En el Cuadro 3 se muestra IA 

distribucibn por marcas de leche anali2ada. Los anl:llisis 

microbiolhgicos que se efectuaron fueron los recomendados 

por la A.O.A.e. (1984) y la F.D.A. ( 1987) para el 

aislamiento de bacterias de leche y productos l~cteos. 

Una ve2 efectuados los aislamientos se procedib a la 

identificacihn de los microorganismos por pruebas 

bioqui'micas y serotipificacidn. Las cepas de ~~ SQ!i Y 

fueron tipificadas con sueros espec1ficos 

obtenidas de Becton Dickinson and Ca.<Cackeysville, 

Md.,USA.J y se les determinb su resistencia a antibibticas 

por la t~cnica de 8auer-Kirby (8auer .P~ ~j, 1966.J en agar 

Mueller Hintan. 

Para mantener viables los microorganismos durante el 

periodo del estudio fueron congelados a -4o~c, en viales 

de 3 ml que conteni'an O.SO ml de un cultivo de toda la 

noche a 37-'C de la bacteria en Caldo Nutritivo <Difco 

Laboratories, Detroit, Mich.,USA.> y 0.50 ml de Saeto-

Glicerol <Difco> este'ril. 

27 
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MARCA NUMERO DE MUESTRAS 

A 66 

B 53 

e 51 

==================================~======================== 
TOTAL 

Todas las muestras 
vaca9 seleccionada~ al 
ciudad de Hermosillo, 
1988. 

fueron 
azar 

Sonora, 

170 

de leche pasteurizada 
en diferentes comercios de 
de junio de 1987 a marzo 

Cuadro 3~ Distribucidn por marcas de leches analizadas. 

da 
la 
da 



29 

Los pldsmidos de las bacterias aisladas fueron 

obtenidas por cuatro metodas que a continuacidn se 

describen. Todos los reactivos utilizados fueron de Sigma 

Chem1cal Ca. cst. Louis, Mo., USA. } , excepto el fenal, 

Kic ido ace'tico glacial, cloroformo, etanol absoluto, 

hidrdxido de sodio, acido clorhi.dric:o, cloruro de sodio 

e~tracto de levadura y peptnn~ de carne, que fueron de F.. 

Merk <Darmstadt, RFA.>. 

ME'tcdo l. Procedimiento Rctpido de Kado y Liu (1981) 
Modificado 

El fundamento de este mdtodr,- ;iara la obtencidn del ADN 

pl asmi'd ice es 1 a prec ip i tac id'l d<:7 '· ADN cromosoma l , mediante 

una lisis alcalina y 1 J p~ :· .. ipj·":·.{:idn de protei•nas por 

accibn de una mezcla de ·r,;nol ··-::loroformo C 1: 1 J. 

Las modificaciones hechas al m~todo original fueron la 

sustitucibn del Buffer E e Tris-Acetato 40mM y EOTA 2mM~ 

ajustado el pH a 7.9 con ~cido ac~tico glacial>, por el 

Buffer TE pH B.O CTris-Cl lOmM pH B.O y EDTA lmM pH B.O). 

Adem':as, el volümen original de la solucibn de fenal-

cloroformo que era de un mililitro, se redujo a 200 ul. 

Para realizar la extracc:1dn del ADN plasmi'dico se 

tomaron O.SO ml de un cultivo de toda la noche en caldo TV 

ClOg/l peptona de carne, Sg/l extracto de levadura y 10g/l 

NaCl) con el anti b i dt ico espec i'fi c:o y se centr i fugd por un 

minuto <Eppendorf, Brinkmann lnstruments Ca., Westbury, 
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N. V., Mod. 5413). El precipitado obtenido se 

resuspendid en 167 ul de Buffer TE, se le agregaron 333 ul 

de solucidn de lisis <SOS 3~, Tris 50mM pH 12.6; el ajuste 

d~l pH se efectud at'tadiendo 1.6 ml de NaOH 2N y aforando 

a 100 ml con agua destilada. Se esterili2d en autoclave a 

121...--'C a 15 lb/inº de presidn por 15 minutos>. La me:zcla se 

ínc:ubó a 6s~c por una hora en baho Maria. Después se le 

a"hadiercn 100 ul de fenol neutralizudo (equilibrado primero 

con 0.5 vol. de Tris 1M pH B.B y despuds ~on o.5 vol. de 

Tris O.lM pH 8.0) y 100 ul de cloroformo-alcohol isoam\lieo 

(24: 1) y se emulsificb agitando vigorosamente por unos 

segundos. Las fases fueron separadas por centrifugacibn en 

la ~ppendorf a 10,000 rpm. La fase acuosa se retirb con una 

micropípeta Eppendorf <Brinkmann tnstrumonts Co., Westbury, 

t.I. V•' U.S.A., Mod. 47101 con punta de calibre grueso y se 

trans:firib a un microtubo debidamente etiquetado para 

con9elar~e a -4o~c. 

Mdtodo 11. Procedimiento de Birnboim y Ooly modificado por 
Manniatis (1982> 

Este metodo tambi~n se basa en la precipitacidn del ADN 

cromosomal por lisis alcalina y la precipitücidn de 

prote~nas con una solwcibn concentrada de sales para. 

obtener "l ADN plasm~dico libre. Tambi~n recurre a una 

prec.ipitacibn de hcidos nucleicos can etanol absoluto. 

La t~cnica fue tomada de Manniatis g~ ~l (1982> y es 

una modificacibn del m~todo descrito por Birnboim y Doly 

( 1979). Consta de varias partes que a continuacidn se 

desc.riben. 
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al Amplificacibn del Pl~smido. Se inocularon 10 ml de 

medio TY con antibibtic:o en un matraz de 125 ml con la cepa 

deseada. Se incubaron a 3-PC por toda la noche. Al di'a 

siguiente, se resembrb otro matraz con 10 ml de TY con 

antibidtico hasta que el cultivo alcanzd la fase 

logari'tmica tardi'a tO.ó de absorbancia a 600 nm). De ahi' se 

pasaron a 300 ml del mismo medio y se incubaron a 37°:.C con 

agitacibn vigorosa hasta que alcanzaron un valor de 0.4 de 

--·-_·--Absorba ne: ia a 600 nm-tla .denbidad dptica se midid ... en .... un. 

Spectronic 21 UVO, Milton Roy Ca., Rachester, N.Y., 

u.s.A. > y se le agregd 1.75 ml de una solucidn de 

cloranfenicol <34 mg/ml en etanol absoluto). El cultivo 

se dejó a 37-'C por toda la noche con agitación vigorosa. 

b) Recuperacibn de las bacterias y lisis. Las bacterias se 

recuperaron por centrifugacidn a 3900 rpm por 20 minutos a 

lf'"-'C <Centri"fuga de International 

H~s., Mass. U.S.A. Mod. Centra 

Equipment 

BA>, y 

Co., Needham 

se desechd el 

sobrenadante. Despues se lavaron en 60 ml de STE enfriado 

en hielo CTris-Cl lOmM pH B.O, NaCl 100mM y EDTA lmM pH 

8.0l. Las c~lulas se resuspendieron en 6 ml de solucibn 1 

(Glucosa 50mM, Tris-el 25mM pH a.o y EDTA 10mM> que 

conteni'a 5mg/m1 de lisozima y se dejd reposar a temperatura 

a111biente por 5 minutos; enseguida se le a~adieron 12 ml de 

solucibn 1 1 LNaOH 0.2 N y Dodecil-Sulfato de Sodio 1% 

<SDSlJ reci2n preparada. Se mezcld el contenido invirtiendo 

varias veces el recipiente y se incubd en hielo por 10 

minutes para luego agreg~rsele 9 ml de sclucibn enfriada en 



32 

hielo de acetato de amonio 5M <pH 4.8>. Nuevamente se 

mezcld el contenido del recipiente y se dejd 10 minutos en 

hielo. El contenido se transfirid a tubos nuevos est~riles 

para centrifugar a 3qoo rpm por 35 minutos a 4°C. Des.pues 

de repetir la operacibn anterior, se transfirib el 

scbrenadante a otro tubo nuevo y el precipitado, que 

conteni'a el AON cromosdmico, ARN y fragmentos celulares 

bacterianos, fue desechado. 

el Precipitacibn con etanol. El sobrenadante obtenido en 

el paso anterior se transfirid a viales y se le agregaron 

dos vol~menes de etanol absoluto enfriado a -40'"C, se 

agitaron y se dejaron en el congelador a -40'-C <Congelador 

profundo REVCO. Rheem Scientific, Asheville, N.C., U.S.A.J 

por una noche, para que precipitara el ADN plasmi"dico. Al 

d1a siguiente se tomb el precipitado con pipetas Pasteur 

nuevas y est~riles y se colocd en microtubos para 

centrifugarse por 15 minutos en la microcentr~fuga. El 

precipitado obtenida 

suspendi~ndclo en 3 ml 

se lavb con etanol al 

de esta sclucibn por medio 

70Y., 

de un 

vórtex llevAndolo después a -4o-~c por 30 minutos para 

centrifugarse posteriormente por 25 minutos a o•:c. Al 

terminar cada lavado, el alcohol se dejb secar invirtiendo 

"l tubo sobre un pa~uelo de papel. Finalmente "1 

precipitado 

Buffer TE 

se resuspendib en una cantidad adecuada de 

< Tris-Cl lOmM pH B.O, EOTA lmM pH B.Ol, se 

etiquetd y se almacend en el congelador profundo hasta ser 

utilizado. 
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M~tado III. EKtraccibn con Fenal-Cloroformo 

Esta tecnica com~nmente se utiliza para purificar ADN 

pues las protei'nas contaminantes son removidas con los 

solventes orgdnicos, ~ltimamente se ha venido usando 

tambidn para la eKtraccidn del mismo, bas.:rndose en la 

eliminacidn de protei'nas por accidn de una mezcla de fenal-

cloroformo (1:1> <Ye'piz, 1987>. 

Se tomd 1 ml de un cultivo bacteriano de toda la noche, 

a 37-'C con agitacidn vigorosa en caldo TY con antibidtico y 

se centrifugd por dos minutos en la microcen~ri."fuga. Se 

desechd el sobrenadante y al precipitado se le aft'adieron 75 

ul de TE tpH 8.0> para resuspenderlo en un vdrteK. 

Enseguida se le agregaron 75ul de fenal neutralizado y 75 

ul de cloroformo:alcohol isoami'l ico C24: 1 >, se emulsificd 

por agitacidn y se centrifugd por 2 a 3 minutos en la 

microcentri'fuga para tomar las fases. Se tomo la acuosa y 

se almacend en tubos debidamente etiquetados en el 

congelador a -40':C. 

M~todo IV. Modificacidn del 
(1979) en Nuestro Laboratorio 

M~todo de Birnboim y Doly 

La modificaci~n se hi20 con el fin de acortar el tiempo 

de e><traccidn, y se incluyd purificacidn con fenal-

cloro<ormo. Las soluciones utilizadas fueron las mismas que 

para el m~todo l[. 

Se partid de 10 ml de un cultivo de toda la noche a 

3'/'C•c con agitacidn vigorosa en caldo TY con antibidtico el 
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cual se centrifugó por 10 minutos a lf"~c en la Centra BR. Se 

desechd el sobrenadante y el precipitado se suspendid en 2 

mi de solucidn I que conteni~a 5 mg/ml de lisozima y se 

incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Oespues se 

agregaron 4 ml de solucidn JI reci~n preparada, se mezcld y 

se i nc:ubd por 10 minutos en hielo. Enseguida se le 

adicionaron 3 ml de aceta.to de amonio fri•o, se mezcld y se 

incubb por 15 minutos en hielo. Transcurrido este tiempo, 

se centrifugd 15 minutos a 4•=t:: a 3900 rpm transfiriendo el 

scbrenadante a microtubos nuevos para llevar a cabo la 

precipitacibn a~adiendo dns vol~menes 

de etanol absoluto fr'".i.o y mantenil?ndolo por 2-::.1 horas a 

- 40'"-'C. DespuEfs se centrifugd por 25 minutos a 4•::ic; en la 

mi crocentr i'fuga y el precipitado obtenido se r1~suspend id en 

100 ul de buffer TE. A esta solucidn se le a~adieron 150 ul 

de una mezcla de fenal cloroformo, se mez:cld y se 

cent'r i fugb nuevamente en la microcentr~fuga por 5 minutos 

para romper la emulsibn; se tomb la fase acuosa y se 

transfirib a un microtubo nuevo debidamente etiquetado y se 

almacenó a -4cPC. 

Los tiempos de incubacidn con las soluciones I, II y de 

acetato de amonio SM, se doblaron al tratar las cepas de 

E~~fi! E!2§m~QisQ 

Se obtuvo por electroforesis en gel de agarosa y se 

visualiz:b ti"hendo con bromuro de etidio. 
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Electroforesis en Gel de Agarosa 

Se realizd de acuerdo a t~cnicas ya descritas (Bidwell 

~~ ~l1 1981; Schaberg ~~ ~L, 1981>. La agarosa que se 

utilizd fue de Eastman Kodak Co. 1 Rochester, N.V., U.S.A. 1 

y siempre al 0.6%. Se fundid en buffer de electroforesis 

(Tris 89mM, .icido bdrico 89mM, EDTA 2.5 mM1 sos o.osr. 

con el pH ajustado a B.3) en una placa de calentamiento y 

fue enfriado a 4~'C antes de vaciarse en la c.imara de 

electroforesis <Bethesda Research Laboratories, 

Gaithesbur-g, MD., U.S.A. Mod H-6 y H-4 >. Todas las 

electroforesis se corrieron en camas horizontales y el 

voltaje de corrida se indica en el Cuadro 4. La fuente de 

poder utilizada fue la PS 150 de Hoeffer Scientific 

Jnstruments <San Francisco, CA., U.S.A.>. 

Visualizacit>n 

Esta se llevd a cabo ti~ndo el gel con bromuro de 

etidio 0.5 ug/ml por 2-3 horas. El gel fue transferido a un 

transiluminador UV <UVP Inc. 

TL-33) para su observacidn. 

~ija <Polaroid Corporation, 

San Gabriel, CA., U.S.A., Mod 

Se fotografid con una c¿mara 

Cambridge, MASS., U.S.A. Mod 

MP-4 >, usando una pel~cula instant~nea Polaroid 667, y un 

filtro rojo <Eastman Kodak Mod. 1-A>. 



Medidas del gel 
(cm) 

Voltaje de entrada 
de la muestra/tiempo 

,. 
36 

Voltaje de 
corrida/tiempo 

=========================================================== 
BxSx0 .. 5 60 V/20 min 100 V/1.2 hrs 

2.:.i )( 20 )( 

Cuadro 

80 V/40 min 120 V/4 hrs 

Condiciones de electroforesis en gel de 
Q .. 6% .. 

agarosa 
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Tama~o de las Bandas 

Se calcularon de acuerdo con los tama(tos de las bandas 

del ADN del fago lambda digerido con Hind t I I , que se 

incluyeron en cada una de las electroforesis. Adem;::ts se 

incluyeron marcadores de 56 kílobases <kb1 y 23 kb. 



RESULTADOS 

La frecuencia relativa del total de micr oorgani smcs 

aislados de la leche pasteurizada se muestran en la Fig. 3, 

que incluye tanto patdgenos como no patdgenos, de donde 

se seleccionaron los primeros, dada su importancia como 

agentes causales de enfermedades; como se puede observar, 

hay un alto i'ndice de organismos no patdgenos, 

t;.Lt;_r_q_b_~c_t:_'ª-t:. 

sp.' y los porcentajes mas bajos corresponden a bacterias 

patbgenas. En el Cuadro 5 se presentan los organismos 

seleccionados para 

SPJJ' 

~.!-1.r.P~~. 

El 

tres 

serotipo y 

el estudio, siendo 

resistencia a 

diez ~~S...~l!.r_i_sh..L'!. 

dos ffi~~Pb~J.9SPSSY~ 

antibidticos que 

presentaron los organismos seleccionados se pueden apreciar 

en el Cuadro 6. Es muy notoria la similitud del patrdn de 

resistencia que siguen las cepas de§~ s9Jj, ya que todas 

resultaran 

ampici l ina 

presentaron 

ser resistentes a tetraciclina, pol imi><ina 8, 

y carbenci lina, ademas cuatro de 

resistencia a tobramicina. De este 

sblo un microorganismo resultb ser aglutinable. 

ellas 

g~nero, 

Por su 

parte todas las cepas de ffi~Jgi9~gjj_; presentaron el serotipo 

partayphi A y resistencia a penicilina. Una presentb 

adem~s resistencia a tetraciclina, ampicilina, kanamicina, 

estreptomicina y neomicina. fueron 

38 
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S. epldermldls 

Enterobacter sp. 

Klebslella sp. 

Hafnla alvel 

Pseudomona sp. 

E. coll 

Salmonella sp. 

S. aureus 

Arlzona sp. 

o 10 20 30 40 

PORCENTAJE 

Figura 3. Frecuencia relativa de microorganismos 
aislados en 170 muestras de leche 
pasteurizada, en la Cd. de Her moslllo, 
Sonora. 



BACTERIA 

Cuadro 5: Bacterias 
de su 
cl'lnica. 

40 

NUMERO DE CEPAS SELECCIONADAS 

10 

3 

2 

seleccionadas para el estudio 
perfil plasmi"dico por su i mpor tanc i a 
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BACTERIA CEPA SEROTJPO ANTIBIOGRAMA 

RESISTENCIA 

g.?s.tiP.rJs.tU.1' SEJ_i 4 N.A. TE Pa AM ca 
123 N.A. TE pa AM ca 
124 N.A. TE Pa AM ca 
103 N.A. TE Pa AM ca 
107 N.A. TE Pa AM ca 
110 N.A. TE Pa AM Ca 

22 poli A TE Pa AM ca NN 
120 N.A. TE pa AM ca NN 
121 N.A. TE Pa AM ca NN 
125 N.A • TE Pa AM Ca NN 

.?.!lJ.El.9..!'.Y]J.!\ 5-.P..: 173 para.typhi A p 
202 paratyphi A p 
111 paratyphi A TE AM K s p " 

~~ i!.L!.,r_~l!..~ TE AM F/M p E 

" TE AM FIM p CF 

TE~-;;;~;¿-¡c1¡;-;-------ps;--p;1¡~r;r;;-e-------AM=-;;pr;r1r;; 
CB= carbencilina NN= tobramicina 
I{= kanamicina S= estreptomi'c i na 
E= eritromicina F/M= nitrofuranos 

l~.A.= No Aglutina.ble 

Cuadra 6: Serotipo y antibiograma 
utilizadas en el estudio. 

de 

P= penicilina 
N= neomicina 

CF= cefalotina 

las bacterias 



Figura 4. 

abcdefg 

Perfil plasm~dic::o obtenido por el 
I.. L.'1 neas a.-b: .,?_. _jJ.iJ.!'"~.Y~ cepas 1 
1'1neas e-et E. c::oli, cepas 107, 121 
l"lnea~ f-g: ji~ -~:::;r~_tJ.P.hY cepas aoe 
cr= ADN cromosbmico .. 

-· _,. 
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mt:!'todo 
y 9; 

y 123; 
y 173. 
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9, la primera con dos bandas de alto peso molecular 

menos que el ADN cromoscmalJ y la segunda sin 

ninguna banda aparente. 

Me!todo III. 

Tal como se observa en la Fig. 6, este resultd ser el 

m~todo menos efectivo, ya que sblo se lograron visualizar 

las bandas correspondientes al ADN cromosbmico y a ~e ido 

ribonuclhico <arnJ, cuyas posibles causas se discuten m~s 

adelante. 

103 y 110; 

Mt?todo IV. 

Las l~neas a-b contienen ADN de~~ s9Jj, cepas 

las 11neas c-d contienen ADN de ..?~ ~~I~~..? 1 Y 9 

Los resultados de las extracciones efectuadas por este 

m~todo se presentan en las Figs. 7 a la 1 1 ' el cual 

funciond adecuadamente en las cepas de experimentacidn. 

Los resultados obtenidos son muy similares los del 

m~todo 1 l , ya que tienen la misma base y sblo los tiempos 

de incubacibn y volümenes de reactivos utili2ados en la 

extra.ce idn fueron modificados. Este fue el m~todo que se 

utilizd para obtener los perfiles plasmi'dicos de las cepas 

de e~perimentacidn. 

Eg~fil El~§mf9iE9 

Para su analisis se hi:o una separacibn de pl~smidcs 

por nUmerc de bandas presentes, gl?nero y cepa del 

microorganismo. 



Figura b .. 
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abcdef 

Perfil plasm1dico obtenido por el m~todo 

Ill. L'ineas a-b: E. c:oli cepas 103 y 110; 
1 '1 neas c-d-: §.::. 2~!.€~-~-°"C~pas 1 y 9; l 'í neas 
e-f: ~!- P_-?J"_"!...1=.:i..P_1"!:t. copas 111 y 173. cr= AON 
cromosdmico.. arn: ~cido ribonucleico. 

1 

\ 
\ 
1 



Fi9ura 7. 

KB 

56-
19-
13-
6-
4-
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-cr 

abcdefghi 

Perfiles plasm"idicos de E. coli. L"inea a: 
marcadores de tama:r'to mOlec~:l.i"r; li'nea b: 
cepa 103 <perfil Il; li'neas c-f: cepas 123., 
124, 107 y 121 <perfil lll; Ii•nea g: cepa 
110 <perfil lllli l'\nea h: cepa 4 tper"fil 
IV); l'\nea i: cepa 22 <perfil ·v1. 
cr = cromosbmico. 



Figura B. 
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KB 

56- -cr 

21-

Perfiles plasm'\dicos de E. coli. L'ínea a: 
marcadores de tamat'tD mof;-cul~~; li'nea b: 
cepa 125 <perfil Vll. cr= cromosdmico. 



Figura 9. 

KB 

21-

s-
4-
2-

' J 

-cr 

ab 

Perfiles plasm,dicos de E. coli. L1nea a: 
marcadores de tama1'o m~lec..;'f,i";'; 1 i'nea b: 
cepa 120 (perfil VII>. cr= cromosdmico. 
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!PERFIL N.1. NO. DE BANDAS TAMAl'lO <l<Bl 

] 103 o 

I I 123 72 
124 1 70 
107 1 72 
121 1 71 

I 1 I 110 2 20,6 

IV 4 4 20,13,6,4 
22 4 63,56,S,2 

V 125 5 79, 67-.,-1 O ,S,-4···--

VI 120 8 16, 15, 12,6,5,• 

KB= Kiloba.ses * tres bandas < 4 KB. 
N.I.= N~mero de identificacidn 

Cuadro ?: Perfiles y tamar'ttls de las bandas plasmi'dicas 
obtenidas de ~~c_t:L~~l..c;.hli!.. c;..q_Ll· 
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tam.:i"no si mi 1 ar. Entre las cepas 10 y 22 <perfiles 111 y V 

respectivamente> hay dos bandas en com~n de 20 y 6 Kb 

una; esta l!ltima banda 

<perfil VI l l .. Entre las 

tambi~n aparece en la 

cepas restantes no 

cepa 

hay 

cada 

120 

una 

homologi'a tan aparente en cuanto al tamai"IO de las bandas. 

~i!..Lrn..0_11.~Ll..C!.. P_<!_r_"'!_t.Y,p_t}.L 

Esta especie mostrd tres perfiles diferentes como puede 

observarse en la Fig. 10 y Cuadro B; ninguna de las tres 

cepas presentb bandas comunes con las otras, aunque 

tres son resistentes a P. La cepa 173 que presenta 

las 

"l 

perfil <Fig. 10, llnea b} no presenta ninguna banda 

En la cepa 202 que define el perfil 11 <Fig. 10, l i"nea 

e:) con resistencia solo a P, presentb una banda de 

tama"no de aproximadamente de 80 Kb. La cepa 111 con 

gran 

tres 

bandas de 10, 7 y 4 Kb, respectivamente, define el perfil 

III <Fig. 10, l\nea e). 

~~~~b.YJPE9SS~~ ~~I~9~ 

Estos organismos a pesar de que presentaron patrones de 

resistencia muy similares, 

diferentes como se apreciu en 

cepa 9 que definib el perfil 

mostraron dos perfiles 

la Fig. 11 y Cuadro 9. 

I no presentb ninguna 

muy 

La 

banda 

aparente, en c~mbio la cepa l presentb un perfil con dos 

bandas, una de 60 y la otra de 40 Kb respectivamente. 



53 

KB 

21-

abcd 

Figura 10. Perfiles plasm~dicos de §~ p~r2~1Pb~ A. 
L"inea a: marcadores de tamcího molecular; 
l''inea b: cepa 173 (perfil I>; l"inea e: cepa 
202 (perfil II>; l'\nea d: cepa 111 <perfil 
lit). cr= cromosbmico. 



PERFIL . N. 1. NO. DE BANDAS 

J 173 o 

II 202 1 

l lI 111 3 

t·:B= Ki lobases 
N.I.= N~mero de identificacibn 

Cuadro Bi Perfiles y tama~o de las bandas 
obtenidas de .?..?J .. mpn_ejj~ .P.ilI~J:.Y.P.bJ • 
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TAMAOO CKBJ 

80 

10, 7, 4 

plasm'idicas 



Figur.a 11. 

KB 

56-

19-

13-
6-

4-
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a be 

Perfiles plasm~dicos de S. aureus. Linea a: 
marcadores de tamar'to mafecüf.;;-;- l i"nea b: 
cepa 9 (perfil lli li"nea c: cepa l (perfil 
11). cr= cromosbmico. 
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PERFIL N. J. NO. DE BANDAS TAMAl10 C KB) 

l q o 

IJ 2 60, 40 

kB= Kilobases 
N.I.= N~mero de identificacidn 

Cuadro 9: Perfiles y tamarto de las bandas plasmi~dicas 

obtenidas de ~f.:..C!..P_ttLo_c;_q_i;__c;_"!..!!_ C!.~-~l!.~· 



111 es uno de los mhs r~pidos, pero con sensibilidad 

baja, ya que tambiE!n va ligada al n~mero de copias 

pldsmido en cada ce'lula. Este mEttodo que se utiliza 

58 

muy 

del 

con 

mucho E!xito en la extraccidn de AON de ploísmidos 

manipulados, los cuales estan en gran n~mero de copias por 

celula, no funciond con las cepas silvestres o nativas. 

El mEttodo IV, que es una modificacidn del mEttodo 

reduciendo su duracidn en tiempo a un SOY., resul td ser 

II' 

el 

rrads efectivo. Se parte de un n~mero elevado de c:Etlulas lo 

que permite tener mii's cap i as p l asmi'd i cas por preparacidn. 

Su resalucidn fue alta y trabajd igualmente con las tres 

especies utilizadas en el estudio. Ademoís tiene la ventaja 

de que se trabaja con val~menes pequé"nos por lo que se 

pueden analizar simulthneamente tantas muestras como el 

investigador desee. 

Con respecto a los perfiles obtenidos fue sorprendente 

encontrar--- cepas con resistencia y sin ninglln pl~smido 

aparente, hecho que puede estar relacionado con la cantidad 

de copias por c~lula, del pl~smido, dsto ha sido reportado 

con anterioridad <Ledn, 1988>. 

Las bandas observadas en S.:- t;_Q..Li.. que van de 56-72 Kb 

de concuerdan con las reportadas para la produce idn 

toxinas, tanto termol~biles como termoresistentes, factor 

1983; antigdnico de colonizacidn l <Per'taranda 

Willsh"1W ~j: _9], 19821 y factor de adherencia CWillshaw ~! 

1982) ' sin embargo, esto no se comprobb ya que no se 

realizaron los an~lisis correspondientes <prueba de Sereny 



CONCLUSIONES V RECOMENDACIONES 

En el presente traba jo se logrb identific:ar 

pl~smidos 

estudio. 

que poseen los tres g~neros c:omprendidos en el 

Sin lugar a dudas el me'todo de elec:c:idn para la 

obtenc:idn del perfil plasmrdic:o, es la modificacidn de la 

tdcnica de Birnboim y Ooly C?fec:tuada en nuestro 

laboratorio, tanto por su alta resolucidn y su corto tiempo 

de ejecucibn, como por el amplio espectro de especies que 

abarca._._ .Recudrdese que la -pared .celul-ar -de §.!.-·-~!::!!:.~!::!~--es -

una de las m~s resistentes a la lisis. 

Por otro lado, la identificac:idn de cepas epid~micas se 

ve altamente solucionado cuando otros marcadores 

fenot~picos resultan insuficientes o no son factibles de 

reali2arse (serotipo, antibiograma, produccidn de toxinas, 

etc>, y es aqu1 donde el perfil plasm\dico alcan2a su mayor 

importancia. Si asumirnos que el perfil plasrn1dico 

cierto 

exponga 

clan bacteriano 

a diferentes 

permanece inalterado aunqu~ 

situaciones ambientales, 

de 

se 

la 

informacibn ecolbgica y epidemiolbgica que podemos obtener 

es sorprendente, aunque puede darse el caso de 

tal sustituciones de pl~smidos por otros incompatibles, 

como la distribuc:idn de una cepa epiddmica en un largo 

periodo de tiempo y en un amp 1 io territorio, o la 

60 
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