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BBIETIVOS

General

e -

Afslar el ADN plasmidico de tres ge€neros bacterianos
aislados de leche pasteurizada utilizando cuatro m&todos

distintos para ello.

a) Determinar cudl metado resulta mds eficiente.
b) Obtener los perfiles plasmidicos de cada cepa.
c) Comparar las perfTiles obtenidos y observar similitudes

entre ellos.
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RESUMEN

En el presente estudio s compararon cuatro mPdtodos de

extraccitin de ADN extracromosbmico cen el Tin de obtener el

perfil plasmidico de tres gbkneros de bacterias patbgenas
aisladas de leche pasteurizada en 1a Cd. de Hermosillao,
Sonora: Escherichia ¢olil, Staphvylogoccus aureus y Salmonella
paratiphy.

y Liu; Db)Birnboim y Doly modificado por Manniatis et al:s
ademas ¢) Metode del fenol-clarofarmo y d) Una modificacibn
de Birnboaim v Doly hecha en nuestro laboratorio.

Este Jltimp resultd ser el mds efectivo va que se  logrd
cbtener wuna alta resolucidn y una muy buena visibilidad de
las bandas plasmidicas con respecto a las otras tedcenicas.

En cuanto a los perfiles plasmi'dicos se obtuvieraon siete
distintos en E. coli con alguna similitud entre algunes de
ellos; dos diferentes en 5, aureus sin similitud alguna; vy

Hubo wun microorganismo por gbnero que no presentd

ninguna banda plasmidica aparente.

in



INTRODUCCION

Ha;e mas -de 40 ahnos un sorprendente descubrimiente
revoluciond a medicimna, especificamente &l campo del
tratamiento de enfTermedades infecciosas:t loé antibidticos,
que son preductos de origemn natural, poseen accibn
antimicrobiana vy son sintetizados por bacterias u hongos.
Los antibidticos vinieron a reforzar el arsenal de agentes
terapduticos que incrementan la esperana de vida del
hombre,

Por otro lado estos maravillosos compuestos hallaron un
lugar importante en la alimentacibin animal como "promotores
del crecimiento".

£in embargo, con €]l paso del tiempo y como consecuencia
de la liberacibn masiva vy usa indiscriminado de
antibidticos por el! hombre, la sombra del grave problema de
las resistencias bacterianas a estos fdrmacos estd al
acecho y poco a poca empieza a causar estrageos en el
tratamiento de las enfermedades infecciosac.

Aunque aln se controlan con Bxito en su mayoria, las
enfermedades llamadas intrahospitaiarias y las epidemias en
gue el agente causal es un arganismo resistente a uno =]
varios antibibticos, s convierten paulatinamente en

padecimientos letales.



Desde hace treinta ahos s@ conoce la resistencia dada
por plaemidos, pero estos fueron considerados como una
rarezaj; en la actualidad, en cambio, sabemos que la
frecuencia dge eostos elementos extracromosbmicos es
sumamente elevada y que estan presentes en casi la
totalidad de las especies bacterianas conccidas. Se sabe
tambign de la versatilidad funcional de tales
macromoldculas y de los comple jos mecaniasmps intrincados en
su transferencia vy movilidad.

En ] presente trabajo se compararon cuatro tcnicas de
extraccibn de acido desoxirribonucleico (ADN ) placmidico
con el Tin de determinar cual de ellos era el mas eTicaz.
Se probaron tres gbEneros distintos de microorganismos
patdgenos aislados de leche pasteurizada y se observg el
fertil plasmi'dico que mostraban dichas bacterias.

lka finalidad de este estudio es la de optimizar vy
simplificar la metodologlia para la deteccibn de agentes
epidemicibgicos en base a la caracteristica de su  perfil
plasmidico, hecho que serd de gran utilidad en la salud
puUblica.

El presente trabajo inicia con una revisidn general
acerca de los plasmidosy definicibn, origen) descubrimiento
y evolucibn, estudio, clasificacibn, mecanismos de
trancferencia, ecologlia vy fimalmente Sy impartancia.

Despuds e continda con la descripecion del trabajo en a1,



los resultados obtenidos, su discusibn y culmina con
algunas recomendaciones generales en base a l1as

conclusiones del trabajo.



REV1ISION BIBLIOQGRAFICA

Los plaemidos =on molizculas de acido
desoxirribonucleico, circulares, duplex, gque varian ew
tamano, desde dos, hasta varias centenas de kilobases (KB)Y,
vy poseen genes para la inactivacidn de antibidticos, para
metabolizar productos naturales y para la produccidn de
toxinas, entre otros. En esencia, lo= plasmidos son
cromosomas accesaorios que difieren del cromosoma
bacteriano, en que snlp sen indispensables bajo ciertas
condiciones. Los plasmidos son tambibn replicones, es
decir, contienen una regibn especifica para su replicacibn
Y por ende, purden replicarse autbnomamente (Stryer,
19B81). tag diferentes tlasificaciones de los plasmidos y

las funciones Que desempehan se trataran mas adelante.

Se puede decir que el descubrimiento de los pldsmidas
fue una consecuencia del uso de los antibibticos, ya que
los primeros reportes que se tienen de ellos son en base a
resistencias transmisibles a antibidtices {(Watanabe, 19463).
Las moletculas entcargadas de este procesae 5e denominaron
pldsmidos. DPesde entonces, la importancia de los pldemidos
ha sido apreciada progresivamente, tanto en sus hospederos

bacterianoss como, indirectamente; en el hambre. Hoy se



sabe que ademhs de estar involucrados con organismos
resistentes & antibidtices, confieren tambi€dn importantes
caracteristicas que pueden perjudicar o beneficiar al
hombre (Platt et al, 1986}).

Sin embargo, el hecho de que el uso de antibidticos
haya conducido a la detetcibn de los plasmidos, mo  dquiere
decir que ®stos hayan sido los que los originaron. Se sabe
que las bacterias de la "era pre-antibidtices" (anteriores
al uso de antibibticoes) ya presentaban plhsmidos (Datta and
Huges, 19831, y aun mas, €1 grado de similitud de esos
pldsmidos vy los modernes, es muy grande, lo que lleva a
pensar que los Jltimos derivan de los primeros (Datta and
Huges, 19835 Platt et al, 1986).

Existeny sin embargo, muchas teorias que tratan de
explicar el origen de los plasmidos. Cohen et al (17821,
proponen que una de los primeros pasaos evolutivos de les
pldsmidos cpnsisti& en 1la farmacidn de la regidn que
promueve la replicacidn autdnoma, a la que se e Tfueron
affadiendo genes gue proporcionaban ventajas bioldgicas al
organismo que lo poseia. En pasos posteriores de 1la
evolucidn se agregaron genes que facilitaron la
transferencia interbacterial o una existencia ewxtracelular.
lLacey (1973}, por su parte, propong gque quizh los plasmidos
y los trangposones, pequenos genes mbviles que pueden
integrarse al cromosama o a un pliasmide, hayan sido
formados durante la transduccibn por Tagos; mientras que

Datta (1984}, atribuye e1 origen de los plasmides R,
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especificamentey, a 1la transmisibn de esa determinante por

parte de cepas productoras de antibibticos, lbgicamente
resistente a ellas, a otras especies sensibles.

Sea cual fuere el origen del ADN plasmidica, &1 hecho
es gue existe y esath en una continda evolucibn, aceleraday

segn la mayoria de 1los sutores (Boe @£t al, 198735 Datta and

Huges, 19833 Kunin, 1983; Lacevy, 19843 Levys 19873

Wiedermann et al, 1985}%,

par la presidn selectiva ejercida
por el uso de antibhidticos.

Pero, en gug consiste ese acelerado praoceso  evoldtivo
que ejercen los antibidticos y gué consecusncias pueden
acarrear?

Se ha dicho que cada ver quee Sse uwusa un agente
antimicrobiano hay un peguena, pero acumulativa efecto en
la ecologia del mundo microbiana (Kunin, 19831, pues bien,
dada una presidn selectiva ejercida por un  antibidtico,
aunada a la remarcable diver=zidad gengtica y a la habilidad
para transferirse resistencias entre bacterias,

el
resultado na es nada halagador, Ya que aparecen arganismos
mueltirresistentes (Levy 1987} vy hasta organismos con
plasmidos hibridos o multifuncionales, pldamidos que ademds

de codificar resistencia a antibidticos, 1o hacen tambidn

para patogenicidad o produccidn de toxinas {(Hawkey, 1986},



Andlisis fisico-gendticos

Estos llevan la finalidad de obtener mapas Ti'sico-~-
gentzticos de los plasmidos, Y Son m;y Lutiles para la
construccibn de cepas con marcadores fenotipicos,
genotipicos y vehliculos de clenacibn utilizados en estudios
de genktica molecular e ingenieria genkrtica, tales como
tranaformacidn y clonacibn de genes (Stryers 1981).

Estos mapas resultan de la integracidn de los
resultados de pruebas de recombinacibn, restriccibn,

delrccibn e inativacibn por insercibn (Brown gt al, 19863

Novick et

al, 1979; Tennet, et al, 198&4).

Dtro analisis que es muy comln es el de secuén:iacibn'
gue revela la estructura primaria de la cadena de ADN
(Stryer, 12@1).

Cabe mencionar que todas estas tdcnicas se realizan con
ADN plasmidico previamente aislado, por lo que el mietode de
obtencibn

del plesmido se cornvierte en un paso fundamental

v determinante para el &xito de tales estudios.

Analisis molecular

La mayoria de los frabajoz de andlisis molecular de

pldesmidos han sido llevados a cabo en el campo de 1la

Epidemiologi'a v =solo unes cuantos en relacidn con problemas

de otra naturaleza. Las tdcnicas usadas con este fin caen



en dos categorlias: directas e indirectas, aunque ambas
parten de ADN previamente aislado {Meyers et al, 19783
Schaberg, 11, 1981).

Jdcnicas Indirectas. Estas comprenden la electroforesis en

gel de agarosa vy el andlisis con endonucleasas de
restriccidn. La primera da el tamarfb de una moldcula
plasmi'dica v la segunda mos dice, en baze a los fragmentos

generados, la similitud entre molédculas plasmi'dicas (Meyers

Jecnicas Directas. Estas nos proporcionan infarmacidn
cuantitativa acerca de las homologi'as entre secuencias de
bases de ADN de diferentes fuentes por hibridacitn. Las
ttcnicas mas usadas son: alt Hibridacibn ADN-ADN en fase
1lgquida,. que determina la extensibn de-homologias entre-dos
malkculas plasmidicas; bl Analisis heteroduplex, para
plasmidos peguenos, en @1 cual gl ADN hibrido se obserwva
directamente al microscopio electrbnico, 1 ADN na homblogo
aparece comg asas o0 burbujas de una sola cadenas y €}
Hibridacidn Southern bilot, en £l que secuencias de ADN muy
pequertas {v.g. genes) pueden zer identificadas, por  una
sonda {probe) de ADN marcado radioactivamente con
anterioridad, el cual se asocia a un fragmento de pliasmido
gque ha sido transferido a un TfTiltre de nitrocelulosa
{Farrar, 19833 Lacey 1984).

La informacitin gue aportan la aplicacibn de las
tbenicas moleculares es muy Util en la Epidemiolegia,
especialmente el perfil plasmidico en gel de agarosa, va

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



epidbmicas, es decir, cepas con un perfil plasmidico
idekntica (Schaberg, 198113 tambibtn se bha logrado

identificar plhsmidos epidemicos (Chabbert et

als 19793 O
Brien et al, 1282, por la capacidad que tienen estos de
traneferirse de una cepa a otra por conjugacidn, asi, un
miamo plismido puede encontrarse en diferentes especies.
biotipos o serotipos bacterianns relacionados por una
epidemia. Es importante hacer notar que estos problemas to
hubieran podido ser resueltos sin la ayuda de las tefcnicas
moleculares.

E} perfil plasmidico tiene 1a ventaja de Qqgue ws
sumamente rdpido v simple, y puede ser aplicado a todos los
organismes involucrados en una epidemiasy en tante gque otros
indicadores ¢pidemiolbgicos tales como serotipo, biotipo vy
Tagotipos requiren de pruebas relativamente complicadas, vy
gue muchas veces 1o so0n aplicables a todos los
nicroorganiemos involucrados (Farrar, 1983).

Tambitn se ha utilizado gl perTil plasmidico para
demostrar o comprobar la transmisitn o adqguisicibvn de
infecciones por alimentos contaminados con bacterias. Ge
ha logrado observar gue en dreas gecgrdficas muy separadas
s¢ obtienen erganismos con perfiles plasmidicos simil;res
gue han viajado en un vehliculo comun vy despubks se han
tranamitido por contacto de persona a persona, causando

aci’y una epidemia {(Levy, 198735 Levy et al, 1976).
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Clasificacibn

Lo pldemidos han sido clasificados de diversas

maner as. La clasificacidn mds sencilla es aquella que los

agrupa en dos clases: autoconjugables y no autoconjugables.

La primera incluye aquellos plasmidos que contienen el

factar F (fertilidad}), que los capacita para promover la

conjugacidn vy, por ende; su transmisidn.

El hecho de que los plagmidos no autoconjugables

carezcan de dicho Ffactor no es un impedimenta para su

movilizacibn, va que se ha visto que los primeros promueven

l& movilidad de los segqundaos (Archer and Johnston, 1783).
Otra clasificacibin se da en base a la incompatibilidad

aendtica de l1os pldsmidos., Esta se refiere a la capacidacd

> incapacidad de un par de pldsmidos, de coexistir en una

misma cdlula. Asi, pldsmidos compatibles pueden existir al

mismo tiempo en una cedlula, mientras que los incompatibles

se segregardn durante la primera divisidn celular (Novick,

1967) . En 1a actualidad existen mds de 21 grupos de

incompatibilidad bien caracterizados (Datta and Huges,

19831 .
Por las caracteristicas fenotipicas y funciones que
coanfieren los pldsmidos los podemos clasificar en:

resistentes a antibidticos, resistentes a metales pesadas,

fertilidads produccidn de bacteriocinas, produccidn de

antibvidticos, produccion de enterotoxinas, induccidn de
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tumeres en plantas, fTactores de wvirulencia, metabolizadares

de alcanfor y octano, preguccidn de enzimas de restriceidn

y modificacibn del ADN, entre atros (Cohen at

b

alr.
En este trabaje sblo nos ccuparemns de aguellos que

tienen importancia desde 21 punto de vista clinica.

_____ Regigtencia (R). Estos plasmidos cogifican

para la resgistencia a antibidticos, su  tamarm es  muy

variable independientemente de si hay una sola resistencia

o multi-resistencia {(Archer and Johnstan, 19833 Novick,

19673 O Brien 2t al, 19823 Tennet et al, 19843 Tietze and

Tachape s 1983) vy pueden sBr autotranamisibles. Han sido

aisladas en casi todas las especies bacteriamas estudiadas

{Levy, 1987), tanto gram positivas camg naegativas.

Hay wvarios mecanismes por_los

median la resistencia a estos tarmacos, tates camo:

inactivacibn por medio de enzimas {(v.g. bheta-lactamasas

cloranfenicel acetil tramsferasali produccidn de proteinas

moadificadas a las que no se liga el farmaco (v.9. sintetaza

dithidropteritoato en la resistencia a sulTonamidas)

{Foster t1983). Ern 21 Cuadro ! se presentan pldsmidos R

aisladas de diTerentes epspecies bacteriaras. coma se puede

apreciar, @l range de tamafm molecular en 1 gue entran

estos pldsamidos es sumamente amplie y ni siquiera es

proporaional al ndmero de resistencias gque presenta la

cepa.

.euales los plasmigos..
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Caracteristica Tamaﬁu.Mulecﬁlar
| Y
RESISTENDZIA
B P P 2
5. aureus c 4.5
2. ARODRA M 109
P. stuyartii AM 76
Hlebsiglla sp. Gn 107
P. agrunincsa Gn 15 '
Mlebsiella sp. SM.AP,S8,80,CF B
S. peoona SML8F, AM, K, GM,C 121
Serratia sp. AK 5 NN a8
Salmonella ap. S, AM, TE 145, 6.3
Wlebsiella sp. TE 197, 151
S. aureus CLE,P,TE 48
Staphvyloceoccus sp. TE 4.9
S. aureus TE 4.2
Staphylbescrus sp. TE 4.1
S. epidermidis TE 4.2
S= cloranfenica) 8M= estreptomicina S5f= pspaectomicina
Sl sulfatiazotl GiM= gentamicina = kanamicina
E= eritromicinag = penicilina MC= metilcilina
AR amikacina NN= tobramicina ELM= clindamicina
TC= tetraciclina RF= rifampicina CF= caefalotina
Cuadro modificada de Ledn (1988).
Cuadro 1z Pldamidos R aislados de diferentes

microonrganismos.
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Blasmidos Enterotbxicoas (Ent}. Son los responsables de la
produccidn de enterotoxinas (Martimez et al, 1987) en E.
coli y son las causantes directas de la diarrea al alterar
el balance electroli'tico en @1 organismo, aunque no se sabe
extactamente como ocurre (Lee et al. 1?83}. A menudo son
transmisibles Yy por la general s@ han aislado con
determinantes de resistencia a antibibticos (Gyles et al,
19773 HMartinez Bt al, 1987). Su peso molecular wva de &0 a

&5 megadaltons (Lee et al, 19835 Tietze and Tschape, 1983}).

Pigsmidos Ascciados con Yirulengia. Estos codifican la
produccibn de adhesinas que Tavorecen la Tijacibhn de las
bacterias a la membrana celular del hospedero;

caracteri'stica que faculta_al_organismo_para _ser_ virulento.

Se ban aislado de Salmonella sp. y E. cgli y sus pesos

[

moleculares Tfluctdan entre 30 y 140 MDal {Brown at al.

lis
-

12843 Hale £t al, 19833 Helmuth et al, 1785335 Hones gt a

(']
—
-

19823 Nataro et al, 19875 Pohl et al, 1987; Popoff,

33

19841} .

En el Cuadro &2 se presentan pldsmidos Ent y de
virulencia obtenidos en varios estudios y de diferentes
especies bacterianas. Como se puede obserwvar, su
variabilidad en cuanto a tamaho es muy grande pero, a

excepcibn del plasmido de Chlamydia sp.» todos son de un

"tamaho molecular relativamente alto,



Microorganismo

Caracteristica -

14

Tamar™n Molecular

(Kb)
Salmonella sp. Epidemioldgico S4
Chlamydia sp. Pardsita Intracelular 7.9
E. coli Factor de Adherencia 20
E. coli, Factur de Adherencia y TT 106
E. coli Enteroctdxico B2 - 134
E. goli Enteroinvasivo 212
Shigella sp. Enteroinvasivo 212
TT= toxina termoestable
Cuadro modificado de Ledn {(1988).
Cuadro 2: Pldsmidaos diferentes de R, obtenidos an

s,

ptros estudios.
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Plasmidos bibridas o multifuncionales. Son aquellos que
cadifican wvarias caracteristicas fenotipicas. Surgen de
recambinaciones entre las tres grupos anteriores. A menudo
san de alto peso molecular y pueden ser autotransferibles
{Gyles et al, 19773 WNataro et al, 1987 Penaranda et al,
1983) .

En la actualidad se han venido aislando cada vez con
mas Trecuencia, vy s ha visto comunmente la asociacibn en
un migmo plasmido de genes Qque codifican para la produccibn

de toxinas y la resistencia a uno o varios antibibticos,
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Mecanismos de Transferencia ge Plhsmidos

La transferencia del ADN plasmidico puede ser tanto
natural com6 inducida. Agqul sblo nos referiremos al primer
tipos dada la erientacibn del trabajo, pero diremos que la
inducida es de gran importancia en el campo de la
Ingenieri'a Gendtica.

Llous mecanismos por los que s=e da este fendmenc son
conjugacibn vy transduccibn por fagos.

La conjugacidn se lleva a cabo por contacte c&lula-
celula vy estd mediada por el gen, de Tertilidad (F+)
{Lehninger, 1782). Esta puede ser tanto interespecifica
como intraespeciftica (Cohen, 19843 Martinez et al. 19873
MNaidoo, 1984; Platt et al, 198435 Tennet 2t al, 1984), es
decir, que puede ilevarse a ctabo tanto entre organismos de
la misma ecspecie como entre organismos de especies
diferentes, aunque s& ha observado que existe una barrera

intergendrica entre los grupos gram positivao vy gram

negativo (Cooksey and Baldwin, 1983).

La Fig. ! es un esquema del! mecanisma de la
conjugacign. En a) se observan las dos ce¢lulas, receptora
(=) y daomadora (+), con un pldsmide F gue promueve la

conjugacidn; en b) se muestra el acoplamiento de las dos
cdlulas por medio del pili; en c) se lleva a cabo la
transferencia del plasmido y en d) la separacidn de las
células una vez completada la transferencia obtenidndose

como resul tade dos cepas potencialmente donadoras (+).
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Se podria pensar que la transmisibn por conjugacibn es
exclusiva de los plasmidos que contienen el factor de
fertilidad, pera no es asi’, va Que se ha comprobado gque
estos capacitan para transferirse a los pldsmidos que
carecen de ese factor (Archer and Johnston, 19833 Naidaoo,
1984) . Dicha capacitacibn consiste en la formacibn de
cointegrados que resultan de la unibn temporal de dos
plasmidos, uno de ellos conteniendon gl factor de
fertilidad, transmitigndose asi'sy durante la conjugacidn,
como wun sSolpo pldsmido. A pste fendmeno se le conpce c£omo
co—transferencia, v es estimul ade por el uso de
antibibticos {(Archer and Johnston, 19833 Arthur and
Sherratt, 197%9; Maidoo, 1984). Estd ligado tambign a los
transposones.,

La transdugcidn par fagos cse da cuanda genes
transducibles de una bacteria se umen al ADN viral y son
transportadas por Pste, hacia otra bacteria <(Lehninger,
1982 . Esta puede ser especializada si involucra 1la
integracibn de un segmento de ADN bacteriano en el
segmento del wvirus ¢ generalizada si no hay asociacidn
fisica entre loes ADN viral y bacteriano, vy el Tragmento
hacteriano es encapsulado en lugar del ADN viral. lLa Fig.

2 muestra el tipo de trancsduccidn especializada.
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segmento del ADN bacterisnor guodando
tmmbien encapsidedo. Lea transduceion de
los gonen. on Ki. =& llove & cabo cuando ol
uvirus “"hibrido" infecta atra bacteria.
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Ecologia de Elbasmidos

Ya hemos visto el papel que desempedfian los pldomidoas

dentro de sus hospederos, paro, cuales son las

consecuencias ecolbgicas que esto  trae consigo?s cbmo

repercuten estas consecuencias en el humano?,

Los antibidticaos se han venido usando desde hace mds de

40 arfs para tratar infeccipnes de homanos, animales vy

plantas, pero como consecuencia de estoy, su efectividad z=e

ha wvisto reducida por la aparicibn de cepas resistentes

tLevy, 1978b3 Levy, 19841, es por eso que e dice que el

uso de antibidticos promueve la aparicidn y diseminacidn de

pldemidos R (Platt et al., 1984}. Esto explica el hecho de

que genes similares de resistencia entre bacterias de

diferentes gbkneros y de diferentes nichos ecolbgicos

presenten un  patrbn de resistencia similar, ilustrando,

asi, la complejidad de la dispersidn de determinantes de

resictencia en los microbioz. Estas aparecen en determinada

regibn geograftica e inmediatamente se dispersan hasta z2onas

muy alejadas (Levy, 19857). Tampouco estdn restringidas a un

grupo animal en particular, sino que organismos

originalmente presentes en animales pueden despuds infectar

al hombre gue trata con ellos o con sus preoductas (Holmberg

et als 19845 Levy et al,

19765 Linton, 1977).

Cerca de la mitad de los antibidticos producidos en

Estados Unidos son usados en desis subterapbtuticas  como

promotores de crecimiento (N.R.C.C., 1980)., La situacibn en

los paiges en vias de desarrollo ez mas grave aun ya que
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flara intestinal de las personas que vivian en la

granja.
Despubs de cuatro meses de iniciado @1 estudio, ‘dichca
individuos comenzaron a excretar cantidades cada vezr mds
grantdes de microorganismos resistentes a Tetraciclina vy
mulitirenistentes, hechno gque no se obsarvyed en 1 grupo
control integrado  por personas ajenas a

1a granja. Las

copas multiresistentes fueron capaces de transferir

todas

las resistencias a un Indice maysr que i de agquellas que

presentaban resistencia simple.

fwngue Jja tranbmisidn de resistencias dee bacterias
encantragas en animales a bacterias gue afectan al  hombre

sigo 4ificil de detectar por el hecho de que 1os mismos
antibidticos

Hha

hian side utilizados tanta en humanos caomo

en
thevy, 19871, Hummer

animales

2t al (1786) reslizaron

un
segquimiento utilizandn nurcegtricina, un antibigdtico recidn
introducido comn proamotor de crecimientd en animales pero
no wtilizado en €] hombre, El grupe de investigadores

monitored la aparicibn de organismos resistentes a la draga

entre puercas de una granja gue consumian on suplemento

alimenticin al cual se le habia adicionade el antibibtico vy

tambiern s realizb en los trabajadores de Ia granja, sus
familiares vy lbs vecinos del drea. Los resultados gque ae

obtuvieron durante el primer amo de uso fueron impactantes,

pufrs e gncontrd gue E. g£gli aislada del tracto intestinal
de los puercos gqgue ingirieron el farmaco, presentaba

Despubs de un periado de dos ahinos de ugo,

determinante de Ja resistencia

resistencia. la

y un transposbn, aparecib an
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la flora Tecal de los empleados de la granja, en  sus
Tamilias vy aun en los vecinos del drea. El transposdn se
localizad en pldsmidos tranasferibles de mds de diez grupos
de incompatibilidad tanto en cepas aisladas de puercos camo
de humanos. De aqul que la exposicibn a un antibibtice
amplifica la prevalencia de un plhsmido de resistencia. asi
tomo tambien amplifica o incrementa su gportunidad de
evalucionar. Despuds de que la evolucidn zse ha llevade a
cabo, una reexposicidn identica incrementard su prevalencia
por un factaor mds grande. Pe dato se puede concluir que el
uso de antibidticos en animales no sdlo debe medirse en
funcidn del ndmero de cepas resistentes intercambiadas
gntre dstos y los humanos, sind que ademds deberd tomarge
en cuenta su potencial evolutivo, dispersidn y persistencia
en la flora humana (0 Brien, 1982}). Por su parte, #1 hechs
de gue se hallan encontrado pldsmidos R similares en
bacterias asociadas con el hombre y los animales, como es
£1 caso de los plasmidos que codifican la resistencia a
Tetraciclina ern Campylobacter sSp. (Tenaver, 1985,

Clostridium perfrinoens (Abraham ef

_________________ t al, 1985) v E. coli
(Levy, 1987, nos indica gue los ecosistemas microbianos
esthn camunicados e interactban entre sij asi, bacterias
que aparecen en poblaciones animales pueden transmitirse a
humanas y wvisceversa, Y va que la mavyoria de las
resistencias estan en elementocs genkbticos transferibles,
bBstas pueden transmitirzse entre diferentes hospederaos

bacterianos, virulentos o no, y poblar las diferentes dreas

ecolbgicas (Levy, 1987).



=

Dtra censideracibn ecolbgica no menos importante es
aquella que sostiene el hecho de que las resistencias
existen en reservorios interactuantes, por un lado humanos
y animales, y por otro, las mismas bacterias. Se ha wviste
que £. €oli puede actuar caomo reservario de pldsmidos R de
todas las Entercobacteriaceae (Hale et al, 19835 Marshall et
al, 1983} . Los estafilofocos coagulasa negativos actlan
comb reservorios de los pladsmidos de resistencia de
Staphylocofcus aurgus (Cohen, 1984 Cooksey and Baldwin,

17855 Lacey, 197535 MNaidoo, 1987; Tennet et al, 17841} .

Haemophilus  parainfluenzae actba come  reservoris  de
pladsmidos de su pariente patdgeno mds tercand, H.
dnfluenzae (Medeiros et al, 19863 Scheifele and__ Fusell,
1981)y y se cree que E. coli actba como reservaria del

primero, por los altos ndices de homologi’a gendtica entre

csus pliasmidos (Siopoulou et al, 1978).

Cabe mencionar tambibtn, la aparicibn de bacterias
multiresistentes que es promavida por el empileo de un sblo
antibibtico por periodos prolongades {(mayores de un mes),
cuyas caucas auUn se desconocen (Akiba et al, 192403 Datta et
al, 19713 Kloos, 19845 Moller et al, 1977). Christie y
Dunny (1%84) sugieren gque ciertos plasmides, adaptados a
cepas bacterianas que poblan el intestino o la piel,
adquieren determinantes de resistencia a antibidticos del
medio, gue aumentan mientras se prolonga el tratamiento,

creando, asi’, plasmidos multiresistentes, a menudao

transferibles.
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El papel epidemioldgico que juegan los pldsmidos ha
Auedado bien establecido.
1} Se sabe que ciertos pldsmidos estdn relacionados con
virulencia, ya sea codificando proteinas involucradas en la
resistencia a los mecanismos de defensa del hospedero
(Hackett et al, 19873 Hale et al, 19833 Pahl et al, 1987) o0
codificando prote¥nas que promueven la adhesidn e invasidn
derl microorganismo a las cdlulas del hospedero (Harris et
al, 1982; Jones et al, 1982; Nataro et al, 19875 Pe¢nharanda
et al, 19833 HWillshaw et al, 1982).
2) Muchos otros pldsmidos son  los causantes de la
resistencia a antibidtices (Cohen, 19843 Martinez et al,

12873 Nowvick £

als 1979; Panhotra and Agorwal, 19813

Wachsmuth et al, 1983) vy pueden transferirse de un

microorganismo a otro (Mahony et al, 198463 Platt et al,

198463 MWiedermann et al, 1985).
Sirvidndose de estas dos caracteriaticas, la
Epidemiologia ha desarrollado toda una rama en relacidn a
los plasmidos como marcadeores epidemioldgicos, asi, hoy es
posible, en base a perfiles plasmidices: a) Determinar el
papel potencial de cepas na patdgenas como donadoras de
pldsmides R durante epidemias (Cohen, 1984); b) Conocer la
diceminacidgn de distintas especies de pldsmidos a travds de

diferentes cepas bacterianas debide a su proceso epiddmico

{Schlaes and Currie-McCumber,19863; Spika et al, 19873
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Tietze and Tschape, 1983); c) Utilizar plasmidos cripticos,
cCuyo producto es desconocidos como marcadores
epidemiocldgicos (John and Twitty, ‘1956); d) Confirmar la
dispersiodn de una cepa patdgena transmitida en wvehiculos
quo alcanzan una gran distribucidn (v.g. alimentos
procesados) (0 Brien et al, 19823 Rieley and Cohen 198283
Rieley et al, 1983). £n resumen, el contenido plasmidica de
las bacterias se utiliza para la evaluacidn de epidemias,
determinaciin de resistencia endbmica a antibibticos vy de

transmisibn de genes de resistencia especificos.



MATERIALES ¥ METODOS

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente estudio
fueron aisladas de leche pasteurizada expendida en la
Ciudad de Hermaosillo, Sonora, entre los meses de junio de
1987 v wmarzo de 1988B. En el Cusdro 3 se muestra 1a
distribucibn por marcas de leche analizada. Los analisis
micrabiolbgicos Qque se gfectuaran Tueron los recomendados
por la A.0.A.C. (1284) vy la F.D.A. (1987) para el
aislamiento de bacterias de leche y productos lacteos.

Una wvez efectuados los aislamientos se procedib a 1a
identiTicacitn de los micraorganismos por pruebas
bicquimicas vy serotipificacidn. Las cepas de E. goli vy
Salmpnella sp. Tfueron tipificadas con sueros especificos
cbtenidos de Becton Dickinson and Co.(Cockeysville,
Md.;USA.J y se les determinb su registencia a antibibticos
por la tcnita de Bauer-Kirby (Hauer et al, 1?64} en agar
Mueller Hintan,

Para mantener viables los miervorganismdos durante el
periode del! estudio fusron congelados a ~40~C, en viales
de 3 ml que contenian 0.50 ml de un cultivo de toda 1la
noche a 37°C de la bacteria en Caldo Nutritivo (Difco

Laboratories, Detroit, Mich.,USA.,} y 0.50 ml de Bacto-

Gliceral (Difco) esteril.

27
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A &6
B 53
c 51
ERE N S o S S T S R L T S s S N S S E T EEE N S S S SR EER T =SS
TOTAL 170
Todas las muestras fueron de leche pasteurizada de
diferentes comercios de la

vaca, seleccionadas al azar en
ciudad de Hermaosillo, Spnora, de junio de

1988,

1987 a marzo de

Cuadro 3: Distribucidn por marcas de leches analizadas.
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Los pldsmidos de las bacterias aisladas fueron
obtenidos paor cuatro mdtodos qQue a continuacidn se
describen. Taodos los reactivos utilizados fueron de Sigma

Chemical Co. (St. Louis, Ma.» usa.}, ewxcepto el Tenonl,

decido acdtico glacial, claroformo, atanol absoluto,
hidrdxido de sodio, actido clorhidrico, claoruro de sodio
extracto de levadura y peptana de carne, que Tueran de Rk,

Merk (Darmstadt, RFA.).
Metodo 1. Procedimiento Rdpido de Kado vy Liu (1981}
Madificado

El Tfundamento de este mdtodn- para la obtencidn del ADN
plasmi'dico s la precipitacidn de' ADN cromosomal, mediante
una lisis alcalina y 14 pyrocipi*.zidn de proteinas por
accibn de una mezcla de nel -zloroformo (1:1).

Las modificaciones hechas al m&todo original fTueron la
sustitucibn del Buffer E ( Tris—~Acetato 40mM y EDTA 2mM,
ajustado el pH a 7.9 con Jdeido acetico glacial)y, por el
Buffer TE pH B.0 (Tris—-Cl1 10mM pH B.O vy EDfn 1mM pH 8.0).
Ademas, el volumen original de la solucibn de fenol-
cloraformo que era de un mililitro, se redujo a 200 ul.

Para realizar la extracecion del ADN plasmidica se
tomaron Q.50 ml de un cultivo de toda la noche en caldo TY
(10g/1 peptona de carne, 8Sg/l extracto de levadura y 10g/1
NaCl) con e! antibidtico especifico v se centrifugd por un

minuto <(Eppendorf, Brinkmann Instruments Co., Westbury,
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N.Y.s U.5s.A. Mod. BS413)., E1 precipitado obtenide se

resuspendid en 167 4l de Buffer TE, se le agregarcon 333 ul

de sglucidn de lisis (S5DS 3%, Tris S50mM pH 12.63 el ajuste
gel pH se efectud aradiendo 1.5 ml de NaDH M y  afagrando
a 100 mi con agua destilada. Se esterilizd en autoclave a

124%C a 13 1b/in® de presidn por 15 minutos?). La mezcla se
incubd a &9'C por una hora en bafo Maria. Despuds se le

anadieron 100 ul de Yenpl neutralizado (equilibrado primero

can 0.9 vol. de Tris iM pH B.8 vy degpuds con 0.5 wvol. de

Tris 90.1M pK 8.0) vy 100 ul deo cloraformo—-alcobol isoamllico

t24:1) v sep emulsifticd agitando vigorosamente por  unos
segundos. Las fases fugron separadas por centrifugacibn en

la Eppenderf a 10,000 rpm. La fTase acuosa se retirb con una

micropipeta Eppendor{? {(Brinkoann Instruments Co., Weatbury,
MH.Y., U.5.A., Mod. 4710) con punta de calibre gruese y se
transfirib a8 uwun microtubo debidamente etiguetado para

cpngelarse a -90*C.,

Mdtadao 11. Procedimiento de Birnboim y Doly madificade por
Manniatis (1982)

Este mdtodo tambigdn se basa en la precipitacidn del ADN

eroamaosomal por lisis alcalina v la precipitacidn de

proteinas con wuna solucibn concentrada de sales para

abtener =1 ADN plasmidico libre. Tambibn recurre a una

precipitacitn de acidos mucleicoz caon etanal absoluto.

tta tdcnica fue tomada de Manniatis et al (1982) vy es
una modificacibn del mbktodo descrito por Birnboim y  Doly
$1979). Comsta de wvarias partes que a confindacidn se
describhen.
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a) Amplificacibn del Plasmido. Se inocularon 10 ml de
medio TY con antibibtico en un matraz de 125 ml com ia cepa
deseada. Se incubaron a 37C por toda la noche. Al dfa
siguiente, se resembrd otro matraz can 10 ml de TY con
antibidtico hasta gue el cultivo alecanzd la fase
legar tmica tardi'a (0.4 de absorbancia a 600 nm). De ahi se
pasaron a 300 ml del mismo medio y se inctubaron a 37°C con

agitacitin wvigorota hasta que alcanzaron un valor de 0.4 de

v csemcABSOrbancia a 600 nm.lla . densidad dptica se midid ..en..un

Spectranic 21 UVD, Miltoen Roy Co., Rochester, N.Y.,
Uu.s.A.) y =se le agregd 1.75 ml de una sslucidn de
cloranfenicol (34 mg/m} en etanol absolutol. E1  cultive
se dejd a 37°C por toda la noche con agitacian vigorosa,

b)Y Recuperacibn de las bacterias y lisis. las bacterias se
recuperaron por centrifugacidn a 3900 rpm por 20 minutos a
L (Centr i"fuga de International Equipment Co., Needham
Hts., HMass. U.5.A. ™Mod. Centra BR)y, vy se desechd el
sobrenadante. Despubs se lavaron en 60 ml de STE enfriado
‘en hielo (Tris-Cl 10mM pH B.0, NaCl 100mM vy EDTA 1mM pH
8.0). Las cblulas se resuspendiercn en 6 ml de solucibn 1
{Glucosa SOmM, Tris~Cl 25mM pH B.O0 vy EDTA 10mM) Qque
contenija Smg/ml de lisezima y se dejd reposar a temperatura
ambiente por 5 minutos; enseguida se le aadieron 12 ml de
soglucibn 11 INaOH 0.2 N vy Dedecil-~Sulfato de Sodio 1%
{5DS)]) recidn preparada. Se mezcld el contenido invirtiendo
varias wveces el recipiente y se incubd en hiele por 10

minutos para luego agreghrsele 9 ml de sclucibin enfriada en
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hielo de acetato de amanioc 5M (pH 4.8). Nuevamente se
-mezcld el contenido del recipiente v se dejd 10 minutos en
hielo, El contenido se transfirid a tubos nuevos estériles
para centrifugar a 3900 rpm peor 35 minutos a 4°C. Despuds
de repetir la operacibn anterior, se  tranafirib el
sobrenadante a otro tubo nuevo y el precipitado, que
conteni’a e1 ADN cromosdmico, ARN y fragmentos celulares
bacterianos, fue decechado.

c} Precipitacibin con etanol. El sobrenadante obtenido en
el paso anterior se tranafirid a viales v se le agregaron
dos wvoldmenesz de etanol absalute enfriade a -—40*C, se
agitaron vy se dejaron en el congelador a -40'"C (Congelador
profundo REVCO. Rheem Scientific, Asheville, N.C., U.5.A.)
por una nochey, para que precipitara el ADNM plasmidice. Al
dia siguiente se tomb el precipitado con pipetas FPasteur
nuevas ¥y estdriles vy se celocd en microtubios para
centrifugarse por 15 minutos en la microcentrifuga. E1l
precipi tado obtenido se lavth con  etanol atl F0%,
suspenditndole en 3 ml de esta solucibn par medio de un
vartex llevandolo después a —-40*C por 30 minutos para
centrifugarse posteriormente por 25 minutos a 0O0%C. Al
terminar cada lavado, el alceohol se dejb secar invirtiendo
el tube scbre un pahuelo de papel. Finalmente el
precipitado se resuspendib en una cantidad adecuada de
Buffer TE ( Tris-Cl 10mM pH B.0, EDTA ImM pH B8.0), se
etiquetd v =e almacend en el congelador profundo hasta ser

utilizado.
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Metodo II1I. Extracgibn con Fenol-Clorofaormo

Esta tecnica comdnmente se utiliza para purificar ADN
pues las proteinas contaminantes son removidas con los
saolventes orgdnicos, dltimamente se ha wvenido wusando
tambieén para la extraccidn del mismo, hasdndose en la
eliminacidn de protei'nas paor accidn de una mezcla de fenol-
clorofarmo (1:1) (¥&piz, 1987).

Se tomd 1 ml de un cultivo bacterianoc de toda la noche,
a 37C con agitacidnm vigorasa en caldo TY con antibidtico y
se centrifugd por dos minutos en 1la microcentrifuga. Se
desechd el sobrenadante y al precipitado se le amadieron 75
ul de TE (pH 8.0) para resuspenderloc en un wvdrtex.
Ensequida se le agregaron 75ul de fenol neutralizade y 75
ul de clorofermosalcohol iscami'lico (24:1), se emulsificd
par agltacidn y se centrifugd por 2 a 3 minutos &n la
microcentrifuga para tomar las fases, Se tomo la acuonsa vy
s2 almacend en tubos debidamente etiguetados en el

congelador a -40'¥.

Me#todo IV. Modificacidn del Medtodo de Birnboeim y Doly
{197%9) en Nuestro Laboratorio

La modificacittn se hizo con el Tin de acortar el tiempo
de extraccidne y se incluyd purificacidn con fenol-
cloroformo. Las soluciones utilizadas fueron las mismas que
‘para 21l mbtodo II.

Se partid de 10 ml de un cultivo de toda 1la noche a

37%C con agitacidn vigorosa en caldo TY con antibidtico el
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cual se centrifugd por 10 minutos a 4*C en la Centra BR. Se
desechd el socbrenadante y el precipitado se suspendid en 2
ml de solucidn I que contenia 5 mg/ml de lisozima vy se
incubg por 9 minutos a temperatura ambiente. DRespuds se
agregaron 4 ml de spolucidn Il recign preparada, se mezcld y
se incubd por 10 minutos en hielo. Enseguida ge le
adicionaron 3 ml de acetato de amoniag frio, se mezcld y se
incubdb por 1S minuteos en hielo. Transcurrido este tiempo,
se centrifugd 15 minutocs a 4*C a 3900 rpm transfiriendo el
sgbrenadante a microtubos nuevos para llevar a cabo la
precipitaciin del ADN plasmidica, amadiende dns vollmenes
de etanol absoluta fEﬁu y mantenikndalo por 2-3 horas a
= 40°C. Despuds se centrifugd por 25 minutes a 4*“C en la
microcentri'fuga yv &1 precipitado obtenido se resuspendid en
100 ul de buffer TE. A esta solucidn se le aadieran 130 ul
de una mezcla de fenol cloroformo, ee mezcld y se
centrifugb nuevamente 2n la microcentrifuga par 5 minutos
para romper la emulsibng = tomb la fase acuosa Yy s&
transfirid a un microtubo nuevo debidamente etiguetado y se
almacend a —-4CPC,

Los tiempos de incubacidn con las soluciones 1, 11 y de

acetate de amonio SM, se dobhlaron al tratar las cepas de

Se obtuwve por electroferesis en gel de agarosa y se

visualizb tinhendo con bromure de etidio.
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Electroforesis en Gel de Agarosa

Se realizd de acuerdo a tdcnicas ya descritas (Bidwell
et al, 198137 Schaberg et al, 1981). La agaraosa que se
utilizd fue de Eastman Kodak Co.» Rochesters, N.Y., U.S.A.,
y siempre al 0.&%. Se fundid en buffer de electroforesis
tTris B9mM, dcido bdrico 89mM, EDTA 2.5 mM:, SDS 0.05%
con e}l pH ajustado a B.3) en una placa de calentamiento vy
fue enfriado a 43%C antes de vaciarse en la cdmara de
electroforesis (Bethesda Research Laboratories,
Gaithesburg, MD., U.5.A. Mod H-46 vy H-4). Todas las
electroforesis se corrieron en camas horizontales vy el
voltaje de corrida se indica en el Cuadro 4. La fuente de
peder wutilizada fTue 1la PS 150 de Hoeffer Scientific

Instruments (San Francisco, CA., U.S.A.}.

Visualizacibn

Esta se 1llevd a cabo tirmendo el gel con braomuro de
etidio 0.5 ug/ml por 2-3 horas. El1 gel fue transferidao a un
transiluminador UV (UVP Inc. San Gabriel, CA., WU.S.A., Maod
TL-33) para su observacidn. Se fotaografid con umna cdmara
fija {(Polaroid Corporation, Cambridge, MASS., U.S5.A. Mod
MP-4), usando una pelicula instantanea Polaroid &67, vy un

Tiltro rojo (Eastman Kodak Mad. 1-A).



Medidas del gel

Voltaje de entrada
(cm)

de la muestra/tiempo

8 »x 5 % 0.5 &0 W/20 min

24 % 20 » BO VW/40 min

s

Voltaje de
corridastiempo

100 V1.8 hrs

120 V/4 hrs

Cuadro &4: Condiciones de electroforesia
O.&%.

en gel de agarosa
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Tamano de las Bandas

Se calcuilaron de acuerdo con los tamavtos de las bandas

del ADN del fago lambda digerido con Rind 1II, que se
incluyeran en

cada una de las electroforesis. Ademds se

incluyeron marcadeores de S& kilobases {(kh) y 23 kb.



RESULTADOS

La frecuencia relativa del total de microorganismos
aislados de la leche pasteurizada se muestran en la Fig. 3,
que inciuye tanto patdgenos ctomo no patdgenos, de donde
se seleccionaron los primeros, dada su impartancia como
agentes causales de enfermedadess como se puede obserwvar,
hay un alto ndice de organismos no patdgenos,
Staphylococcus epidermidis, Enterobacter sp., Citrobacter
S0 . v lose porcenta jes mas bajos corresponden a bacterias
patbgenas. En el Cuadre S5 se presentan lps obrganismos
celeccionados para el estudio, siendo diez Escherichia

coli, tres Salmonelia paratiphy vy dos Staphvlococcus

E} serotipo v resigtencia a antibidticas que
presentaron los organismos seleccionados se pueden apreciar
en e}l Cuadro &. E= muy notoria la similitud del patrdn de
resistencia que siguen las cepas de E.

1i, vya que todas

resultaron ser resistentes a tetraciclina, polimixina B.

ampicilina y carbencilina, ademds cuatro de ellas
presentaren resistencia a tobramicina. De esate gbnero,
shlo un microorganismo resulib ser aglutinable. Por su

parte todas las cepas de Salmonella presentarcon el serotipo

partayphi A y resistencia a penicilina. tina presentb
ademas resistencia a tetraciclina, ampicilina, kanamicina.,
eastreptomicinag y neomicina. Las S. aureus aislados fueron

a8



s. epidermais PN M A
Enteropactsr sp. I AKAK
Gitrobecter sp. NN
Kiebsielia sp. NN
Hafnla alvel NN
Pseudomona sp. N

E. coll TN

Salmonella sp.

S. aureus

Arizona sp.

I I I
0 10 .20 - .80 40
PORCENTAJE
. Fraguancia relativa de microorganigsmos

iglados en’ 170 muestras de leche
pasteurizada, en la Cd. de Hermosillo,
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'BACTERIA NUMERO DE CEPAS SELEECIONADAS

Escherichia coli 10
Salmonella paratyphi 3
Staphylococcus aureus 2
Cuadro S: Bacterias seleccionadas para el estudio
de sy perfil plasmidice por su importancia

clinica.
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BACTERIA CEPA SEROTIPO ANTIBIOGRAMA
RESISTENCIA
Escherichia coli 4 N.A., TE PB AM CB
123 N.A. TE PB AM CB
124 N.A., TE PB AM CB
103 N.A. T PB AM CB
107 N.A, TE PB AM  CB
110 N.A. TE PB AM CB
ez poli A TE PR AM CB NN
120 N.A, TE B AM CB NN
121 N.A. TE FPB AM CB N
125 - N.A. TE PB AM CB NN
Salmonella sp. 173 paratyphi A e
2og paratyphi A P
111 paratyphi A TE AM K S P N
S. aureus 1 ' TE AM F/M P E
2 TE AM F/M P CF
TE= tetraciclina “PB= palimiwina B AM= ampicilina
CB= carbencilina NN= tobramicina = penicilina
K= kanamicina = estreptomicina = neomicina
= eritromicina FsM= nitrofuranos CF= cefalotina

K.A.= No Aglutinable

Cuadro &: Serotipo Y antibiograma de las bacterias
utilizadas en 21 estudio.




Figura.ﬁ.

H3

PerfTil plasmidico ochtenida por el mEtoda
I. Lineas a~b: 5. aureus cepas 1 y 93

1ineas c~e: E. golis cepas 107, 121 y 12833

Ineas T-g: K. paratiphy cepas 202 y 173.

er= ADN cromosbmico.
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%, la primera con dos bandas de alto peso maolecular
{migraron menos gque el ADN cromosomal) ¥y la segunda sin

ninguna banda aparente.

Meftodo JII.

Tal como se observa en la Fig. &, este resultd ser el
mttodo menos efectivo, va gque shlo se lograron visualizar
las bandas correspandientes al ADN cramosbmiceo y a acide
ribornuclkico (arn), cuyas posibles causas se discuten mas

adelante. Las 1ineas a-b contienen ADN de E. coli, cepas

103 ¢ 1103 las lineas c—d contienen ADN de §. aureus 1 y %

y las lineas ¢~f contienen ADN de 5. paratyphi 111 y 173.

Metodo IV.

Los resultades de las extracciones efectuadas por este
mztodo ' se presentan en las Figs. 7 a 1l1la 11, el cual
funciond adecuadamente en las cepas de experimentacidn.
Los resultados obtenidos wsan muy similares a 1oa del
mttodo 11, va gque tienen la misma base y sblo los tiempos
de incubacibn vy volumenes de reactivos uwtilizados en la
extraccidn fueron modificados. Este Tue el médtodo que se
utilizd para obtener los perfiles plasmidicos de las cepas

de experimentacidn.

Perfil Plasmidicg
Para su anhlisis se hizo una separacibn de plhsmidas
por numero de bhandas presentes, gtnerc vy cepa del

microorganismo.



Figura &.

G

ParfTil plasmidico obtenido par el mbtado
IT1. Lineas a-b: E, coli cepas 103 y 1103

1ineas e£-dy §$. aureus cepas § ¥y 9% lineas

e-f: §. paratiphy cepas 11! y 172, cr= ADN

cromastdmico. arn= deide ribaonucleicoa.




Fiéura 7.

ag

Do

abcdefghi

Perfiles plasmidicos de E. cgpli. Linea a:
marcadores de tamaru moleculars 1¥nea bz
cepa 103 (perfil 1)3 lineas c—-f: cepas 123,
124, 107 vy 121 (perfil 1113 limea g: cepa
110 (perfil 111); Iinea h: cepa 4 tperfil

Vg 1inea i: cepa 22 (perfil v,
cy = cromosbmico.



ag

Figura B. Perfiles plasmidicos de E. cpli. Linea a:
marcadores de tamaro molecular; li'nea b:
cepa 125 {(perfil Vi). cr= cromosdmico.



fl 0

Figura 9. Perfiles plasmidicos de E. coli. LUinea a:
marcadores de tamaro moleculars limea b:
cepa 120 (perfil VII). cr= cromosdmico.
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| PERFIL - N.I. NO. DE BANDAS TAMARD (KB)
T 103 o
11 : 123 1 72
- 126 1 70
107 1 72
121 1 71
111 110 2 20,6
v & & 20,13,48,4
28 4 63,5645,2

<
-
n
u

m "
4

156,15:18:4,5,#

KB= Kilobases % tres bandas < 4 KB.
M.I.= Ndmere de identificacidn

Cuadro 7: Perfiles vy tamars de las bandas plasmidicas

79,675 10, 59 f e -
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tamavo similar. Entre las cepas 10 y 22 (perfiles 111 y V
respectivamente) hay dos bandas en comdn de 20 vy & Kb cada
unasj esta Ultima banda tambibn aparece en la cepa 120
(perfil VII. Entre las c¢epase restantes no hay una

homologia tan aparente en cuanto al tamab de las bandas.

Salmonella paratyphi
Esta especie mostrd tres perfiles diferentes como puede
ohservarse en la Fig. 10 v Cuadro B3 n{nguna de las tres
cepas presentbh bandas comunes con las atras, aunque las
tres son resistentes a P, La cepa 173 que presenta el
perfil 1 (Fig. 10, linea b) no presenta ninguna banda .
En la cepa 202 que define el perfil 11 (Fig. 10, li¥nea
c)} con recistencia sole a P, presenth una banda de gran
tamanoc de aproximadamente de B0 Kb. La cepa 111 caon tres

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

Il (Fig. 10, Iinea c).

Estos organisinos a pesar de gue presentaron patrones de
resistencia muy similares, mostraren dos perfiles muy
diferentes como se aprecia en la Fig. 11 y Cuadro 9. La
cepa 9 que definibt el perfil I no presentb ninguna banda
aparente, en cambio la cepa I presentb un perfil can dos

bandas, una de &0 v la otra de 40 Kb respectivamente.



Figura 10.

53

Perfilezs plasmidicos de §. parati
Linea a: marcadores de tamano molecular;
1inea b: cepa 173 (perfTil I}; linea c: cepa
202 {(perfil 11)3 linea d: cepa 111 (perfil
IIT). er= cromosbmico.
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PERFIL U N. 1.

NO. DE BANDAS TAMARD (KB)
1 173 o
11 202 1 BO
111 111 3 10, 7, 4

HB= Kilobases
N.I.= Numero de identificacibn

Cuadro 8: Perfiles y tamana de las bandas plasmidicas




marcadores

abc

de tamarto moleculars

cepa 9 {(perfil 1); linea c:

11).

cr=

cromosbmico.

caepa 1

limea b:

(perfil
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PERFIL CONLGT. NO. DE BANDAS TAMARD (KB)

1 5 o
11 1 2 &0; 40

KB= Kilohases
N.I.= Ndmero de identificacidgn

Cuadro 9: Perfiles y tamarm de las bandas plasmidicas
obtenidas de Staphylococgus aureus.
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II1 s uno de los mhs raplidos, pero con sensibilidad muy
baja, vya8 que tambidn va ligada al ndmero de copias del
pldsmido en cada cé&lula. Ecte médtodo que se utiliza con
mucho dxito en la extraccidn de ADN de pldamidos
manipulados, los cuales estdn en gran ndmero de copias por
cdlulasy no funciond con las cepas silvestres o nativas,

El m&todo IV, que es una modificacion del métode II,
reduciendo su duracidn en tiempo a un S0%, resulid ser el
mis efectivo. Se parte de un nUmerec elevado de c&lulas lo
que permite tener mds copias plasmidicas por preparacidn.
Su resolucidn fue alta y trabajd igualmente con las tres
especies utilizadas en el estudio. Ademds tiene la ventaja
de que se trabaja con volumenes pequeros por lo Que se
pueden analizar simultaneamente tantas muestras como el
investigador desee.

Con respecto a los perfiles obtenidos fue sorprendente
encontrar---cepas - con resistencia y sin ningln plasmido
aparente, hecho que puede estar relacicnado con la cantidad
de copias por cdlula, del plademido, &€sto ha sido reportado
con anterioridad (Ledn, 1988).

Las bandas observadas en E. coli que van de 5&6-72 Kb
concuerdan con las reportadas para la produccidn de
toxinas, tanto termolabiles como termorecistentes, factor
antigdnice de colonizacidn I (Peraranda et al, 19833
Willshaw et al, 1982} y factor de adherencia (Willshaw et
al, 1982}, sin emhargo, este no se cémprobb Ya que no =e

realizaron los andlisis corvrespondientes (prueba de Sereny



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el présente traba jo s=e logrb identificar las
plasmidos que paseen los tres gekneros comprendidos en el
estudio.

Sin lugar a dudas el m€ftodo de eleccidn para la
obtencidﬂ del pertil plasmidico, es la modificacidn de la
tdcnica de Birnboim v Doly efectuada en nuestro
laboratorio, tanto por su alta resolucidn y su corto tiempo
de ejecucibn, como por el amplio espectro de especies que
abarca._. . Recudrdese gque la-pared.celular.-de S.---aurfus--es
una de las mas resistentes a la lisis.

Por otro lado, la identificacidn de cepas epiddmicas se
ve altamente soluciaonadao cuando otros marcadores
fTenotipicos resultan insuficientes o no san Tactibles de
realizarse (serotipo, antibiograma, produccidn de torinas,
etc), y 85 aqul donde &) perfTil plasmidico alcanza su mayor
importancia. Si asumimns. que el perfil plasmidico de
cierto clon bacterianmo permanece inalterado aunque se
exponga a diferentes situaciones ambientales, la
informacitin ecolbgica y epidemiolbgica gue podemos obtener
es sorprendente, aunque puede darse el caso de
sustituciones de pldsmidos por otros incompatibhles, tal
comod la distribucidn de una cepa epiddmica en wun largo

periodo de tiempo ¥y en wun amplio territorio, o© la

a0
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