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fre51sten a’ altas concentrac1ones de Tc,

"Qcas cepas producen bacter1c1na.

,sentan altos nlveles e@re51sten01a a

'”somales de bajo pes_nmolecular‘dh las

'1entras que en las Satmonekla no’ son

‘ 55 o % de las cepas producen bacterlclna y da mayorla pre-—rg
7fdad genetlca encontrada entre los doshgeneros,
‘tencia de un gran numero de elementosﬁgéﬁétigosfex“
~cepas-de Shige

En el genero Satmonelﬂa elvi'

Tc. Otra. var1ab1

es lawex1s;‘,~

4tan frecuentes, EstOSfﬂﬂ.L

aplasmldOS pequenos posmblemente son 31m11ares a“los: plasml—;""

::Jdos tlpo Col EI ya que muchas de las cepas hleldlZan con —"

" e1 pBR322.

'treados enplas cepas cllnlcas
,(Tn]O) es mas frecuente (us;




»_clase A es poco frecuente (5 55 %) y solo se encontré en _—

(Sthella.' “Un alto porcnntaje de shlgellas (58.88. %) v algu~

-nas cepas de Sazmonelta (15 ) %)_no hlbrldlzaron con nlngu-\'



‘quuldos y electrolltos 51n produc1r alterac16n morfologlca;.'

“'[algunas cepas de E

‘“v;lntestlnal por algunas cepas de Salmoneﬂia sp, CﬂobtnLdLumT-?f”

o IN TR O DU CCI ‘lO N s

t'llo 1ntest1na1.'Estas tox1nao‘alteran el transporte'de‘ll—' '

_en . la- mucosa 1ntest1na1 El s'gundo mecanlsmo lo- reallzan
coEL.vSalyanetla Ap, Staphylococcub

“aauneuA -

*fVlnadecuada de 11qu1dos. La 1nva51on profunda del epl élio.

‘pen5n4ngeé etc.-causan una alteraéicn morfologlca en 1a g
 7'mucosa 1ntest1na1, 1o que. altera 1la permeabllldad epltellal
”jcausando en, algunos casos gangrena (2,‘3) S '



ooy -

f,pendlendo del &yea- geograflca y del perlodo estudlado. Por

UQfejemplo, para el genero Shigella se ha’ reportado que la es.
figpe01e Sh&gelﬁa 5£exnen¢ predomlno en Europa Y. E U A -en el

‘-jano de 196H y en Etlopla en los anos 1975 19803 sin embar—“

‘fbonne& predomlno en E U A., Sue01a y Relno Un1d0~~ 3

6). Aparentemente”las espe01es de. Sh Aonne& y Sh““ X-
, neu4/predom1nan alternandose, aunque en algunos casos pu

’;de’predomlnar otra “especie, ‘como ‘en. Etlopla (1977 1978) en

; T':“.'donde predomlno Sh dyaenten¢ae ( N )

Con 1as salmonellas ocurre algo 51m11ar. Por e)emplo,

'”3en Roma en: el perlodo 1977 .1978 las espec1es més frecuentes

. Fueron S. wien (23%) ¢ S. tyP‘W"u’“-“’" ‘“’”' en Indomesia_
L8 onanenbung (70%) (7 31 '

'*xantlblotlcos en e1 tratamlento de das enfermedades 1nfecc10
sas. bacterlanas se 1ncremento, esto ha repercutldo en una
: selecc10n de bacterlas multlre51stentes. 8e ha reportado Pa
_ra’ dlferentes 01udades del mundo que mas del 60% de. 1as ——'

"Tshlgellas y salmonellas alsladas presentaron re91sten01a a

”.”Ymés de un antlblotlco.‘Sln embargo, espe01es de un mlsmo -

A partlr de la segunda guerra mundlal, el uso de 1osv-}:j 

'fgenero alsladas en una- reglon geogréflca y en la mlsma epo]ﬂ -

*ﬂrca presentaron dlferen01as en el porcentaje de’ reszstenc1a'

‘a uno o mas antlblotlcos (4, 7 8,9,10, 11,12). Las espe01es"
_ del ‘mismo. genero alsladas en una- reglon geogréflca pueden‘
ripresentar dlferenclas en el niméero, asi como en su patrén_
Slde’ res;stenc1a a, antlblotlcos, por ejemplo, en Roma (1977-'
,i1978) de . las. Salmonellas alsladas, S we&n present6 resis~
tenc1a hasta yE antlblotlcos dlferentes.,El 50% de las ce-—

i as de esta espe01e re51st1eron a amp1c111na (Ap),tcarbemlfff~inx;
“dlna (Car),.cephalotlna (Ce), kanam1c1na (Km), estreptoml-ft'”"'



cina: (Sm), sulfametoxasol (Su), y tetra01c11na (Tc) En las

S. typh&mun&um se ‘encontrd una res;stenCLa maxima a 2 antl—
(52‘ib10t1cos, el +10% de 1as cepas “tenfan: re51stenc1a unlca a Te
k Su y'el 8% a los 2 antlblotlcos (7). ﬁ'f TP L

artlr de:estos datos se puede dec1r~que en una

"fc1on de bacterlas, la espec1e predomlnante e C é
.de cepas reslstentes a mas de q- antlbxotlco, 1a mult1res1s— RS
"ten01a, y el patron de’ re51stenc1a, varian entre dlferenteS'

'”,_generos y espec1es,'a31 como.: entre dlferentes reglones'geo-
‘-gréflcas y periodos estudzados, esta gran var;abllldad«hace
”; 1mpos1ble 1a extrapolac1on de datos de una reg16n a otra.

En 1a Cludad de Mex1co se. ha observado que de 195 ;1980,”;~{i
la frecuen01a de cepas de Sh&getla re51stentes a ant1b16t1—  
cos se 1ncrement6 de 0% hasta 36- 100% dependlendo del antl—.>
.blOthO. En: e] perlodo 1953-1963 hubo una mayor frecuen01a
de resnsten01a mﬁltlple a los antlblétlcos Sm, Tc,: Cm y rea
'slstenc1a inica a Sm (13 1u 15,

Para los anos de 1978 1979 se encontro que- el 86% de -
las . shlgellas y el 69. u% de 1as salmonellas de. Hospltales y;)
'Lahoratorlos CllnlCOS mex1canos presentaron re51stenc1a a -

vmés de un.antlblotlco.

'xLas frecuen01as de re51sten01a a. dlferentes antlblotl—-g
~ cos en shlgellas fueron: Su (91 %), Te (57 %) y Sm (34 %),
' mlentras que en salmonellas fueron.'Su (90 %), Sm. (ug %), -

Ap (48 5 %), Ce (u5 %), Car (43 %) y- Tc (37 %)..Dentro de -
k’las salmonellas el 30 6 % fueron sen51bles ‘a-15 antlblotl—— e
_‘cos, 1os patrones més frecuentes encontrados fueron"Su -
"(8 . %), Ap, Car, Ce, K 5 Su, Tc, dloramfenlcol (Cm);agenta Z.7
';?m1c1na (Gm) y 51som1c1na;(31) (8 29 %), Ap, Car Ce, Cm, Km,r




3*Gm, Sm, Su y 81 (5 59 ﬁ) Ap Car, Ce, Cm, Xm, Si,:Sh v Tc
(5.38°%). De las shlgellas el 13.9.% Fué - sen51b1e, el
68.7° % realstente a 1-3- antlblotlcos v el 17 b % de u 7 an-

" tlblotlcos, 31endo el: patron mas’ frecuente Sm, ‘Su con un- -—'

¥"33 9. % (1&1“ _Estos datos 1nd1can que en las salmonellas -—f"* 

“cél l:a', el pSClOi de 5= 7 coplas,.el. pBRszz pue ,
jmas“coplas por celula, efc. Este nﬁmero de coplas estéhd,




.ferente, a51 dos Dlasmﬁdos muy relac1onados,lpor e]emplo F
”‘y F'Kac, ro pueden coex1st1r en una mlsma celula y uno de -
ellos es ellmlnado de’ la pobla01on. Este fenomeno se deno—
';mlna 1ncompat1b111dad ¥y se utlllza para cla51f1car a los

f(SO) ‘ Se han descrlto ‘por” 10 menos 1” genes 1nvolucrados
$ﬂpara la transferen01a por conjugac1on del plasmldo R100
 ?(32) El fenomeno de transducczon se 1leva por medlo de fa_




Los plasmldos pueden proporc;onar al hospedero ventaja

'“selectlva sobre otras bacterlas si- producen algun tlpo de:,4f

-,bacter1c1na mlcr001na, tox1nas 8 antlblotlcos. Estas mole,_

*.culas generalmente son produ01das por plasmldos ‘en dlferen fw

tes organlsmos, tanto procarlotes como eucarlotes'

: fCollclna E2 prev1ene la sinte51 ;
' nas por ruptura del RNA 168 rlbosomal.,




secuenc1as flanquean a una reglon no repetlda que contlene_
genes estructurales ‘def res;stencma a. antlblotlcos, etc.
La transp051c1on se’ lleva a cabo por un evento de recombl—Wa—a
nac1on que requlere de mlnlma homologla entre el Tn v el --

s1t10 donde‘transpone VEste evento 1nduce 1a duPllca01on

de ‘un’ numerovde pares;de'bases (3 12)‘or1g1na1mente present; ’

ver51on, dupllcac1on o delec1on de genes vec1nos; "’

"amblos en la- regulac1on de su expre51on (SU)

'res1sten01a a los antlblotlcos.

' f'imtibiéti.c‘qs*?éh ;siéneféi-f.. e

'?”La acecidn bacter1c1da o bacterlostatlca de los antlbloﬁ:

) tlcos ‘'se debe a 1a 1nh1blclon de: alguna(s) fun016n(es) :
1mportante(s) para la bacterla, en base a esto se pueden —';'
clasmflcar en 5 grupos, dependlendo de la func1on que afec’-”*
1, 1)‘Slnte51s de DNA (acldo na11d1x1co,

novob10c1na, ml




na, ba01trac1na, vancomlclna, penlclllnas y cefalosporlnas)
y 5) vias metabollcas (ps1cofuran1na v nanavanlna) (35)

Dentro de una poblac;on bacterlana, algunas cepas pueé_

'“ fna) 1nvolucrada en 1a 1n1c1ac16n df’la sinte51s de protei—
:*_ﬂnas. Para otros antlblotlcos ‘como Sp,- Km fneom1c1na, erl——,

_trom1c1na, kasugam1c1na y. éc1do fusidlco, 1as modlflca01o—f

”nes‘que sufren 1as mutantes resn;entes se 1ocallzan en dl—-;u'

’?fer'ntes SlthS._ En algunos casos haylaltera01on de ‘pro-




";'

Los plasmldos o elementos extracromosomales tamblen pue.-;
'ffden determlnar re51sten01a a c1ertos antlblotlcos como ante“}m
 r1ormente se menc1ono.. Se han encontrado tres mecanlsmos
prln01pales de re51stenc1a en plasmldo",i) modlflca01on

Estas dos en21mas son.ndlhldroptorldlna 51nte"~"‘




porte de este antlblotlco, as1 como algunos puntos de mayor;ﬁ

jlnteres, seran nev1sados oon mayor profundldad por ser nece R

sarlos ‘para el presente trabajo.

Tetracielina. = = -
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E Flgura 1.- Formulas estructurales para Tetra01cllna y algunos
' o de sus analogosa

“Tetraciclina -
-Oxitetracielina’
:Clorotetreciclima - Cl .
fDmetJ.lclomteta'{ S

Flgura 2.- Esquemas de d15001ac1on v constantes de 1onlza01on‘,

para Tetrac1c11na y 0x1tetrac1cllnaa'

. Te | 3.3-3.45 . 7/68-7.92 “9.57-9. 61 ;4-1.‘31-9?2:‘3 .
. 0Tc. . "3.1-3.46 © 7,26-7.76 - 9.11-9.7 - 3.80-3.96

?ja.,a)jcmpzja. I. ¢ ngre.,}»‘_B.vG‘.T-.' (39). -




- pec1es predomlnantes son TH2 v TH (Flg 2)

o Sdios - (uu us,,u7) 1nd1can que solo el prlmer

producto ‘de -
la. d15001a01on (TH y penetra por 1la membrana

externa 2’ pOSl

© Varios-estu- '

‘.blementeipor dlfu51on a traves de 1os poros acuosos forma-"‘

o cos, parecen penetrar por dlfu51on a traves de 1a'reg10n R

'igﬁllnldlca de’ 1a membrana (u7)

cﬁizilué)ﬁ -

Hay tres tlpos de transpor e'actlvo en E

ntro de la bacterla.,hPor ejemplo,vla acumu1a01on esf'
nh1b1 a por a) anaerob1051s‘ c1anatos (que bloquean 1a -
résplra01on), b) arsenatos (1nhiben 1a sinte51s :
), 1n1trofenol y carbon11—c1anato m‘élorofenllhldrazo
'na (que destruyen el gradlente de protones5 (3

‘inhibidores afectan de. ‘algina | forma 14 resp1rac16n y/o ni




i”dr011s1s del ATP dlsmlnuyendo el gradlente de protones dl.
e recta o 1nd1rectamente Por otro’ 1ado, Mc Murray,‘et a£ --

P(42 )} ‘proponen. que el transporte actlvo de Tec puede reque—
_rir de un gradlente de protones basal muy alto v que lama =

iyor parte’ de. la penetra016n de1 ant;b1ot1co sgVefegtﬁa pon:;"“

”este mecanlsmo.ik

;otrééfQS£d§‘¢~*““u

flfs protelnas su v SiB del rlbosoma, ademas de unlrse 'coﬁf
; menos espec1f101dad a:’ 1as protelnas S7, 813 y s1u del ribo - i
ﬂf;soma (51) Hay dos teorias de" como las tetra01cllnas pre—igs*

‘vlenen la unlon del am1noac11—tRNA al 51tlo A del rlbosoma  1ﬁ

_1) Se ha sugerldo que la 1nterferenc1a en 1a unmonﬁ,sé}f

‘Fjreallza por ‘una- 1nterac01on entre los grupos pola——}

7 res: de la droga y e1 antlcodon del tRNA.;

' L 2) Las tetrac1cllnas 1nterrumpen 1a 1nteracc16n entre_ '7_
el factor Tu en’ el sitio A durante 1a elongaczon. RO
"zEste efecto puede ser opuesto a la. 1nteracc1on en‘—;
e el i  \de_elongac1on Tu."

,  55)fﬁééisféﬁcia“?iiéf?5¢ié1iﬁafﬁédiaﬂévpd?fbliﬁmi¢6hi

encontrado mis de.




7‘~conf1eren r331stenc1a a Te por 10 menos en 19 espec1es bac

_;f]terlanas 1ncluyendo gram p031t1vas y gram negatlvas. Sln F
"fgwembargo en NC&A&E&LQ gonan&hoeae, presumlblemente 1a re51s‘
)~ten01a a $c esfa determlnada por una mutaclon en genes cro
';mosomales (39, 52) .- Una cardcterlstlca de la mayorla de -

"stosfplasmldOS‘es éu 1nduc1b111dad por Tc a n' '

,vdefenterobaéterlas dentro’de;cuatro clases'pr1n01pales; ge'{
Vin‘ iplcamente dlferentes (fmﬂﬂ 1) Esta claSJflcac1on ‘e
'reallzo por medlo de hlbrldlzaclén DNA DNA “La’ hlbrldlza—~,

'Ec16n se efectuo con fragmentos de DNA ‘de’ plasmld"s prototl,_

'po, encontrando qua el fragmento del Tn10 es mas frecuenteFf







“RA1 no se ha éaracterizaddfy estudiaaoﬁcon‘ﬁu¢h§;détéllé}‘

“cTodos estos plasmldoq confleren re51stenc1a a- Tc por~-i

: m1nada1Tn17“2 para las de transp051c1on.§ Este transposén
festa flanqueado por secuenc1as 1nvert1das repetldas de_;38

*f:pares de’ bases (pb) v 1as dos reglones fun01ona1mente.di—i;

2 f&contrados en los extremos (55

'f;7med10*de alterac1ones en. el transporte dellantlblotlco,j%ff*”Vﬁf

 fferentes son separadas por otros 38 pb 1dent1cos a losjénf,ff‘:

.ﬁlnserc1ones en el_transposo;

*do los genes d ire51stencla a Tc, locallzandolos én una re-

"56). Usando deleclonesfef+u':
se han mapeado y caracterlza-fgf

-'glon'de 2. A Kpb. Con_ el’ uso de mlnlcelulas se ha demostra~‘ 

’ do que con concentrac1ones sublnhlbltorlas ‘a Tc este trans

‘_poson puede 1nduc1r tres- protelnas.,La prlmera protelna esf
de 26 Kllodaltones (Kd) y func1ona como un. repre sor’ del ge«A

: "‘tructural de Tc Esta protelna es soluble




=19 -

YFige 3,50 Mapa de restr1cc1on v locallzac1on de las protelnas
: 1ndu01b1es con Tc del Tn1721a : L

‘a) Altenbuchner, J. et af (7).

. Clase B.

En la clase B el determlnante genetlco prototloo es -f;."
el TnIO. "Este determlnante se encuentra con mayor frecuonﬂ?””

~c1a en. la poblac1on bacterlana (58) ~El- transposon estd - _
formado por secuenc1as 1nvertldas repetldas de 1450 pb:fen P







.i25 Kd, 3) 13 15 Kd.‘ La segunda pgotelna se ha observado Af

’r,revelado la; ex1stenc1a de dos genes‘lnvolucrados en la

re51étenc1a' tet A v tet B este ultlmo presumlblemente co

_dlfléa para la protelna de 36Kd, pero para el gene iet A -j

";no se detecto algun productO'protelco L6 64 7u) Estcs ge":“

”;nes estan regulados por un represor locallzado antes y en e

1’jsentldo contrarlo al. de la transcr1p01on, tenlendo promotof

7;res translapados.f Este represor es de. 23.5 Xd y ‘estd codi

:ﬁfflcado por un. fragmento de 650 pb, algunos autores plensanfﬁ

 3qu la protelna de 25 Kd es la mlsma que el represor (60).*]ﬂ

Uno de los fenomenos no muy blen con001dos, ‘es. el efecﬂ¢ ¢

‘j;to multlcopla, el cual con51ste en expresar bajos nlveles"
' ijde re51sten01a al antlblotlco 51 hay varlas coplas del ;_ 5"
‘,ﬂtransposon, pero con 1 o 2 coplas los nlveles de re31sten~'

,\r-







»a'un derlvado hldrofoblco de Tc (m1n001c11 A
na) de. 2 3 veces 31n ex1st1r una dlsmlnuc1on o

"n.la concentrac1on 1nterna del antlblotlc i

En el transposon TniO 1os mecanlsmos II y III se pue——§7
den 1nduc1r con concentrac1ones sublnhlbltorlas de Tc, 5élﬁly

‘mecanlsmo I se expresa constltutlvamente (71). ‘Cuando este.[5

VIFdetermlnante se. encuentra en varlas coplas (efecto multlco‘ o
”" ip1a) hay . ev1den01as que los mecanlsmos I y II dlsmlnuyen y o
hay un 1ncremento en el mecanlsmo III que es menos ef;clengf
”te que los;dos*prlmeros.' S = Lo

Bl segundo mecanlsmo p031blemente exlsta en: los cuatro‘,
Wfdetermlnantes, ya que, tres ‘de ellos” (clase A, B, C) codifi’
2 dan para una’ protelna de 3# .36 'Kd. (73), ademés Mc Murray,L.,'iff
k:et at (75) demostro que los cuatro determznantes (RP1 R100,
';R1uu v RAi) son capaces de expulsar Tc por medlo ‘de’ un 515

Y téma: dependlente de energla. La magnztud de la.egpgls;én

ﬁééistén:; :



las ev1den01as




ossETive

En,una,poblac1on};acter1ana 1a'1nformaclon genetlca 10

v5$t1cas;fenotip1cas medladas por'pléémldos.ﬁlb)'; : =
‘buc16n en esta poblac;on de ‘los genes de res;sten01a a Tc»e,?'V

ﬁpertenec1entes ‘a las Clases A, B y C. (5u)

e Para estO se selecczono una pob1a01on de Sk cepas clln17-:“7
” 7cas constltuida por dos generos dlferentes. 3“ shlgellas ‘Y}qu
: Los -

0 salmonellas y por varlas espe01es de estos:generos

~genes de re51stenc1a a Tc de tres de las cuatroiclases des
crltas“para Gram-negat1Vos se tomaron como 31stema modelo
»experlmental para conocer 1a dlsper51on de los’genes o plasﬁ1






 METODOLOGIA




03

Uy, S
U2
Uy, -

'*76bhhe£;
. aonned

ciq




(._;fTéﬁldfér—‘Canihdaéién't

’fCepas 1dent1flcadas por la Dra.,s;;
¢) ‘Al.identificarse: de manera mds :ri,




'jTabla 3 - Cepas de E. c6££:y plésmidqé_ﬁtiIiZadosﬁen ¢1 t£i{€ f
| ‘Bajo, i ’ T R T

‘ A.-— Cepas de E c‘a;&é'

3 : : »*?enotLpo

{’*if'*Thr~ Leu” ‘Thl Laci'i”“'
'.’ - "F ) ‘

,'rules-en'cajas con Lurla y se senbramon a 37°Cvpor )- :
’lulas ‘se' mataxon exponlendola‘ acvapores de clorofonno,par 20 mlns .
':',fbe"'erlormente se sembrd por vaciado 0.1 ml de la cepa sens;ble a.bac—' L
,"terlclnas (CSOO) en 2'ml - de agar'blando. Las cajaa ‘se 1ncubaron a 37°Cli;55
;'por m4hrs Unluﬂo duuo auwﬁe&x'de]a cqxlsemxﬁdalxm-pnymﬂe ~':' i




T »-vr:oh;,"gg' ' ac:Lonbac:‘terlana




i de etanol frlo e 1ncubandc por 30 m1n ‘en hlelo seco.' Piﬁaifj@

f:mente el DNA se centrlfugo en una- mlcrocentrlfuga Eppendorf
"-vf~Y se Seco por aereacxon.q,, : R : O ,

n_'ﬁftlcah_(Tmtsn X-100 0.6%; EDTA 0.18. M wTrls HCl 0'15 M pH. 8)‘
L0n 07“ml'de-SOluc16n'neutrallzadora (Trls ﬂCl U 15 M ‘pH 8),
oy b pl'de RNasa (10 mg/ml en acetato de, SOle 0 1 M, EDTA_
71-3”37por 10” M, pH 5.5 prevzamente 1ncubada 10 m1n a 80°C -
- ’”phrarlhactlvar DNasas contamlnantes) Despues de 1a ad1~-, fff
”f5016n de NaOH- v d
37°C y después

e 1a mezcla 1itica se 1ncubo por 10’ min a.
 ' ] ‘RNasa se 1ncubo por 4 a 5 hrs.f7
4.@a Sooc, posterlormente po;  16 hrs a- 0°c_: La’ fase _;:71
77vzscosa (DNA cromosomal prznclpalmente) se separé de la fat,ﬁj
'l Se acuosa (DNA»del plasmldo) por decanta016n. A la Fase -

'facuosa se 19 agrego un volfimen de fenol destilado. (ppev1a_f" 
mente equlllbrado con amortlguador TE). se mezclé v1gorosa--"’”
mente y se centr1fug6 5 m;n en una mlcrocentrlfuga Eppen—-




' ;-;sécéfﬁdryaerehgién.y,se resuépehdiéfelgamOptiguadof TE;Q f'

7. -Purificacién de pldsmidos.

Jdovse separé en DNA cromosomal contamlnante y en DNA del-—
lasmldo usando un gradlente de: cloruro de ces1o 1oduro de

"propldlo, el gradlente se formd centrlfuganao ‘en el rotor’
'WSO 4 a 38000 rpm por 20 hrs en 1a ultracentr;fuga Beckma

:érnigeétién défbﬂkfconmehddnﬁél, éds¥deifeétricci6n:

, Las endonucleasas de restr1c01on usadas son del tlpo II
";1as cuales reconocen dentro del DNA una secuen01a espeeiflg
_ca de- bases’ €3-6) que generalmente son secuencmas pallndréii;f
'fmlcas.' Estas enzimas . rompen el enlace fosfodlester ‘en las’ .
os. cadenas 31n utlllzaC1on de. AT"W Para la mayoria de‘--}:: 

endonucleasas de restr1c016n s sarOn los tres amortl
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‘res (??is.acl 20'mm, MgSOq‘?mM,{NaClAGO mM,;pH7;U).

Para cantldades pequenas d DNA.(l 3 ug) se utlllzo una?~

RNA son relat1vamente estables.ﬁ Para esta en21ma seﬁusaron .

1.5 ug de DNA -de’ doble cadena con extremos ‘de cadena senc13' =

“1la ¥ una unldad de la enzima SI en un volﬁmen final, de 50 ¢
JT'ul.‘ Bl amortlguador usado fue, 25 mM de acetato de: sodlo,ff
0.3 M de! NaCl; 1 mM ZnCl, a- PH . .p.v E1 DNA se’ d;flrlé‘”“ :
'30 m1n ,a temperatura amblente (Bu),;‘,;_,--~

:f;g;é)fLigé54§de T“-;ff'"

' Para la 11gasa del fago Th. que une DNA de extremos ra—
. sos y. cohe51vos se uaé el amortlguador 51gu1ente 20 mM ——
' Tris.HC1, 10 mM ditriotreitol (DTT), 10 ‘mi MgCl, pH. 7.0,
'Se usaron 25 ng de'DNA con extrefy'”" : ;COheS¥V Sfcon_;"h




e iiﬂ;;VEléCfiﬁfarESis étheiés"de‘égarbsa. *7w

Laa electrofore31s se reallzaron ‘en geles vertlcales Sl

os reservorlos colocados n”extremos opuestos ¥ ablertos

n. la parte 1nfer10r' esta:parte es sellada con membranas
_de dlallSlS de celulosa Spectrapor.  Los reservorlos estan,m".

ucomunlcados por un.puente., El- gel se fragmenté y. se - colo— f

ico en uno de los ‘reservorios. La camara de electroe1u51on F*5
Ase 1len6 con el amortlguador TE y se sumerglo en las camaﬁ’vxf




_"

B el amortlguador del reservorlo opuesto al que contlene 1os,
,_fragmentos del gel Se repltlo e1 procedlmlento. Por ﬁl-,

jttlmo se: extrajo el bromuro de etldlo del DNA con butanol -

31de1 extremo Sf”y anade nucieotldos tomando el extremo 3'

”hcomo e prlmer" - La mezcla de reacc1on contlene dATP dTTP,

lumna d“15 ﬁ 0 5 ‘oms” de Sephadex G—50 eluyendo con el - ?7
amo tlguador 51gu1ente {NéC13100me;gTris;Hq1 0. mM,gEDTA/«
“1.mM ‘az:xcia de ‘sodio (NaN )1 mM, SDS 0.01'% pH 8. 'La cro
”31matograf1a 31rve para separar los fragmentosfde' DNA del { ”

}nucleotldo llbre radloactlvo._ Los tubos con DNA radloactl‘ )
;>vo se prec1p1taron con 1/50 de volﬁmen de NaCl 5 M y 2.5 &
'"vo'umenes de etanol frlo, Se wncubaron a -20°C por 1“}15 -f
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"15}74H1br1dlzac1on DNA DNA con’ colonlas bacterlanas en —f,‘

flltros de nltrocelulosa.

Elimetodo utlllzado fue descrlto por Grunsteln, M., f-"ﬁ'
'¢Hogness, s. D., (85) as.

Las colon és,bacterla as: se’ cre01eron,,

iltros en bolsas_'“

S = 0115 M NaCl,- 6"015”
FIM cltrato de sodlo, pH 7 0), SDS 0 001, EDTA 5 mM, Trls.
HCl 50 mM pH 8.0, soluc;on Denhard's (f1c011 0. 02+ %, poll" 

‘ ;v1n11 plrrolldona 0 02% 'albﬁmlna de suero de bov1no 0 02%)"f




Hlbrldlza01on. Esta se. llevo a ‘cabo- retlrando prlmero el
kamortlguador de preh1br1d12ac1on y agregando 5 ml de amor-f"
‘tlguador de preh1br1d12ac1on fresco con el fragmento de --

-DNA marcado con a|32Pl dCTP desnaturallzado. Se. utlllzan




" RESULTADOS

71,—'CéractéristicaéAgEnerales deblas,cepaégcij,

fte en Sh' 62exnen¢.>En las salmonellas el n1vel basal de,re31s
_ tencla a Sp es- mas elevado que en las shlgellas, 10 que dlfl—"
fﬁculté su’ clasmfmcaclon comé Sp” R S )

‘ ‘Las- caracteristlcas generales estudladas fueron. a) 1nduc—gfﬂ

“c16n y n1ve1 de r351stenc1a a Tc, b) producc1on de bacterlclna

7gelgside,agar9;§rdelgDHA extracnqmpspma;jﬁ“,'ffff-f'”

'1;é)finduéCi6n¥j“ﬂiVe1‘devrgéiétencié'aftétra¢i¢1iﬁa;f

5 El nlvel basal de reslsten01a asi como el grado de 1nduc—. ‘
”c16n de re81sten01a a Tc con concentrac1ones subletales al an”







amra

clase ) pBR322 :

'+.L.

17 S. typhunwouun"f, T
-~ S.London El..

+ D |‘.|‘vi :
BRI XS

“ 8 Jyphimurium
. Sipoona: G-
;S «typh(mu)uum
‘; "S-:;e.cou TS s e SO
' a). Valores de res:Lstenc;La a; Tc s:m :mducc.wn y con ‘mduc Téx} enug/ml .
"'b) Nemero total de bandas de‘VDNA amamsunal " A

o R BT R P - SN G T RPN I B B e

B A 2R 2 e o + 4+

L DU P NN W E (0w F 0w [
+

"
i
+
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s Tabla 5.~ vael de res;stenc1a 1nduc1da a Tc de 1as dlferen
‘ ' tes espec:l.es de Qh&gatﬂa y Sa!ﬁmonefla.v

9”-3’4?\:2126_5@“

a) El.pmumer nimero conresponde :
AP .Tepresenta: elxnmmzo de«xﬂas.,;“f
L b) _Se dncluyendos: cepas de;S & # /1
T cepd de S poona. : ;




1as espec1es de los generos Sthella Yy Saﬂmonelﬁa se agrupa—-

. ron. ‘en 3 .rangos - arbltrarlos de n1ve1 de re51stenc1a a Tc.v——f_ 
Los utlllzados son los del nlvel 1nduc1do de res;stenc1a al




- B L
j‘Tabla 6. - Produccmon de bacter1c1nas en las dlferentes espe
‘cies de Sh&geﬁla y Saﬂmoneﬁla SETETARIR

" A) Shigella

5Efodﬁé¢i6ﬁide{‘y 'i Porcentaje de cgpas

. Porcentate del to-

T,v I epz es ’ L S5 ot O ;
,b) Se’ 1ncluyen dos” cepas’ de S.=enienLtLd441
- cepa de S paana T oo RS

_5alauna bacterlclna ensayada como se menciona en Metodologia.
o 7E1 00 % de" las cepas de Sh bonne& producen bacter1c1na, -
:,ijlentras que solo el 12 5 % de Sh.‘ﬁlzanRL 1o hacen. Para j:ffl
. flas salmonellas el 55 0 % de 1as cepas producen bacter1c1na,
‘“1endo todas a la. eSpec1e S, typh&mu&&um.vSe obser

: 3las Sh AOHHQL i rce




R T S

v .'I'abla 7 - Frecuenc:La de la 'transferenc:La de la re51stenc1a e

a Tc "por conjugac:Lon a E cai’.&.v

»a) El pmmer mmero comsponde al porcentaje y el numero entz!e parentes:ts

. representa el nimero ‘de-cepas. : : :

,b) Se  incluyen dos:cepas:de S. entzn¢ideA una cepa*de S £ondon
*"cemade|s.;mona.‘w,;, .

c) Transferenma de,.,:la;' réfS_isféncl_a ,‘ s_l'ef q'l‘éfr‘ac_lciinv |

‘por conaugaca.on en las shlgellas y salmonellas, se »'u_n.llza—
ron las cepas HBSS y HB98 respectlvamente como celulas re-—-—i :
_‘presentar s:Lstema de: mod::.flcacuan-' :
""5s‘e mues‘tr n en la Tabl 7



"'d) Vlsuallza01on de DNA' extracromosomal por electrofore51s; ;
en geles de agarosa." : : ;

JA las cepas de Sh&gella y Saﬁmonelta ‘se les extrajo e1 f:'ﬁ

(relajado,"supe ehrroliado y fonmas ollgomerléas).

: V;La Tabla u muestra el nﬁmero total de bandaslde DNA exig,;;,,f
_fijtracromosomal para cada cepa, el cual varla de 1 hasta 11_f
ﬂifﬁbandas. Estas bandas se claslflcaron en tres grupos arbl—'f




SMgc tla. @)
MSSlQ b) MSS&G c) MSSiQ d)y MSSOB, e) MoSDG f) pSCiond, g)M.Huﬁ
~h) MSHHS 1) MSHH?, ])'F"H&Q k) HSH53, 1) MSH H, m) R100 yoNi81 |
n)DRSDi

O % de las

congun~valgr‘




xtracromogomal iferentes-rangos de Rf. presentes en
almonella Ca

yp >
ctyphimindum
'_j.ytyp;tum Lum. |

S
3
S
'S
s.
s
S.
s
S
S
S
S

s
'S
S
S . L

: a) -A las: cepas de Slu.,geL&z y Sabnone&&a se les

extrajo el I:NA por el método” de Jisados con:

“Tritén X-100, el DNA se separd, por electro-;
43'foresn.s en- agaznsa ‘al- 1% a 180,

con 1<RE>: 2 2




: En el genero Sthelﬂa se encontro que algunas cepas tle

' e'el mismo patron electroforetlco de bandas de DNA; extra—‘?*
}cromosomal' grupo 1) MSH30 MSH31 MSH33 MSHSH MSHBS-—V

;cbn Rf dlferente. “ En 1a Tabla 10 se puede observar que en SR
'lshlgellas las bandas mas frecuentes son' banda 2 (85 29 %),'L,’?s D




ST P 50 -
Tabla 9. Nmnexo de bandas v R.f de cada ba.nda de DNA extrvacw.rmsonal presente en las cepas de Sh«gel;la.
, Y Sﬂﬂnvnelbaf A , R o ;

A) Shi‘gém;
S - _ Valores de RE de las bandas de DNA e:-ctracramsomala ’ L
: - Cepa 1 2 o .. B 7.8 S 40 1 e 2 13T
SMSHIO L o ausiz o 74,787 1.844 2.05 2,344 B
“MSH3L L5120 L 4,3 0 01,737 1.8u4% 2,05 2.3842
0. L 4,8 1,733 1.84k4 2,45 7 2,34k 2,
| 4.737 1.844 2.05 . 2,344 -
a4, 8k 2,05 2,344

“3;0.553 0. 613 1 065'4«]." 1.6971.88Y4 .
0553704 623 1.065" 4,"-‘ . 697-1,882
. 0,533 1 oss 346 .‘1 .1.763-
O0BA2 I/ B I -4..737 1,844
;0,512 1,8 157 ~1;au§_

722,583 " :

9,533 i

2,618 2.905 -

St 2,485 2,884 2. 895
2,087 - .02,533. -

L0230 283

: 724400 02,538 0
_1 333 2467 0 0oL ‘2. 90
o 2584 2 885, 2, 97




e R ARt
Valores 'de RE dew"las‘bandas.de DNA extcacmnosomala R g : o e
L 5 6. 7. 8 9 10 13 12 43 3r 15 16 37 318 19, .

Cod.1et U ,u66010 670 1 82372,081 2.272°2.453 2:653 2.93. 3,232
010181 LS54 © 2.082.2,26 '2.533°2.709- . 3.098 3.302

e AT 1.971 2. 235.2.520°

20142

2 2746 2 511

1‘1 279 1.633
: S B E0895 1 9u2
.‘;‘<1 286 45 579‘,,,~

1,278 1 633-~~'

,7=Msszo 0 uaz;:;~/kﬁf” L
mssis. C Co.s13

ey Valor'es e Rf de plasmzdcs control IS

- i .

e 'Plésrm‘.do L mole..ular
‘qRioo B 60 Md.

SBEMA
L7300 Md s
Lo5.8Md

il

&) Fara Gbtener Loo valares de R se o & 1a b do W Linasl cronssanal. b raferensia




- 52 -

S Tabla 10.— Frecuenc:ua de 1las dxfex‘entes bandas de DNA" extracromosomal en las espec:.es de '
-Shigella Y Satmonula. ‘ - ;

f'§A> Sh&ge&lab.:g : ,-,eUA- EER R ~ ‘ B) Satmonezza.
@ : ‘a

:‘Rango ‘de Rf Pomentaje de cepas Porcentaje del :' ‘ Pcrcen'tege de cepas
e‘la banda *sn Aonnu(u) “Sh. (Zune/u(sl “total smgeua '

Porcentaje del 'ho-
E typﬂmu)uum(lb) a!Jnoneua 4p =l Sa]monellas '
6.25.(1). :
93,75 (18)
o 18LTS, (31"4,
BE LA R CORE e
.  "31 25 (5) = '_;;:_._.'...‘._."-‘ ST
Cooanso ey '
350 (6)
50,0 €8)

‘ iS00 5.88.(2)
20, 500- 02589 ; 100 0 (28) ,37,5_(33“. - %85.29 (29)
) 0.898-0.735 °19.23 () 12.5 () 17,64 (6)

) 1.0691.191 15.38.(4) 12,5 (17 14,60

5) 1.250-1,346 42,30 (11) - <omeeem 32,35 (A1)
8) 1.854-1.679 " 1923 (5). mteeeem . AM,70.(8).
1) 1.695-1.737 . 50.00 (13) - 12,5 (1), u41.18°
8) 1.763-1.942 7 53.85 (IW).° . 12,5 (1) . W2 RNV Ry
3) 1.956-2:181 89.22° (23). ;xés 0°¢2) . 73.53 (25) ."ﬁ R B N 1 ()
0).2.246-2.450° 34,62 (9) . 25.0 (2) -0 0 3235 (A1) .0 0 HBLTSAM
1) 2.495-2. 613;7’59.23{(18)Y,’350 0w L eHT0 tay T s
) 2.653-2.885 . 15.38 (4) - 37.50(3) . 20,580 . 25.0.()..
13) 2.895-2.990 " 3.85 (1) 750 (8) . - 20,587 L 6.25 (D) AL
4) 2.994-3.120 11,54 (3)° . 50.0 (4 U 20i59.¢7) - 6. 2 (1?”f~ = S s0 @y
5) 3.232-3.302  53.85 (14) . 12,5 (1) . 412 (48) L ]' _12 (2 L ememem U 010.002) G

) 3.319-3.446  53.85 (1w) | 50.0 (4) - 52,94 (18) . - e D e e
17) 3.480-3.489  3.85 (1) 12,5 (1) 5.88°(2) . . - B
£18) 3.580-3.748 38,46 (10) - 62.5 (5) - .
19) u. ozs-uv27u REISEY SR

”125 0 (1)? :

Cwa2 @) S i e
, f_f----‘ﬁ‘;;ulg SRR ,12 5 @ S e 10007

> y.el. nimero entre parentesis ‘corresponde &1 nfimerc. de especies. . .
’,3b) los rangos se ehgle:xm por valoms ca'cano :de Rf y por anélls:.s v:.sual de 1os pa“tzones de DNA extractcmoscmal
Ldetlas: cepas ST e : o y : RN SR




.‘que se obser-van solo apar'eCEn en S. Jtyph&muluum y no en -—_,:-‘f»'
'.jotras espec:LeS ‘del_ ~genero SalmoneU’_a




B

“"electroeluyo (ver Metodolog:l.a) ;Este fragmento se 1ncub6 - :

con: 1a exonucleasa SI de AApULg ‘Llué e)LyAeae, 1a cual de-f,’f,_" o




QIR S

";Enzimas ‘:iKpb’ de las Bandas

treadoresnblf

e Los plasmldoaprSOZ, pNKB yﬁpBR322vse purlflcaron porg"
 ~un gradxente -de: cloruro. de cesio.
'“"jde la clase A se obtuvo a partlr del- plésmldo pMSOZ purl—V

; El fragmento rastreador R

gflcado,“'ste plésmldo se lncubé con las. enz1mas EcoRI y"ff  -

: os fragmentos se separaron por electroforeszs eni,
al‘l % y se electrceluyo el fragmento de 5:48 Kpb.ﬂ
- -Par ' PNK _se dlglrlé ‘con laf“”'
v’ma HLndIII y se pur1f1c6 e1 fragmento de 4 8 Kpb. Para laf
:-"clase C el pBR322 se: 1ncubo con las enzlmas EcoRI y SaZI ¥
""se pur1f1c6 £1 fragmento de. 650 pb (Flg.v7).v R

?recuenc;a de.. tres determznantes ggnetlcos de’ re51sten—
",i‘ ‘cia a Tetraclcllna en cepa'tde Sh@ggllagy,Salmanella.\




o

EcoRX Mind Il







. ,fransfleren la rﬂslsten01a.~ El,fragmento de- la clase C s
Vﬂ'Alo hlbrldlza con una cepa de Sh 5£exnen& (MSHM3), en- esta'

-los datos obtenldos - 81.uno. Oflos;dos‘detewplnantesvge ti

‘cov de tranbfleren por con:ugacmon a; E. col& y como eSs—~-







‘:-, Tabla 11.— Clases de determlnantes de. re51stenc1a e} Te pre—'

‘ senfes en las dlferentes espe01es de Sh&gelﬂa y
l Safmonella e '

‘A):shigéﬁﬂa.w o :~l

- Porcentaje’de ¢

i antenune mﬂ.uﬂal
‘fl}.de salmonellas (20) i

18 75 (3) : @ o 20 0 (u)t_'
o 6.25 (1)_‘: o ®o@. o 100 @




Tabla 12 —.Relac:x.on entre el m.vel de res:.stenc:.a a Tc y los
S : dlferentes determlnantes genetlcos de res:Lstencua

,.i";'}‘A) smg e!;!.a.k

Por'cen;le de ‘cepas®




vVTabiﬁ,iB;— Relac1on entre 1as clase de. determlnantes de PESlSten
L SRR c1a a Tc y transferencza de 1a resmstencza a Tc.‘F»,m

'nneL presentan nlveles ba]os de res:stenc1a

“ffestas cepas pueden transferlr su. re31stenc1a”‘~



*wEl 70’0 % de- las salmonellas hlbrldlzan con'el fragmento -
*fde 1la clase B. Esta poblac1on esta constltulda por 12 ce—i”

1dent1flcado que conflere un bajo n1ve1 de res1stencla a'é,f

‘Tc y que ‘es transferlble a E »col& ; El determlnante de
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“""'-Tabla 11}.— H1br1d12ac:.on del plasmldo pBR322 ‘con’ las dlferentes
: , : espec:.es de th.gwﬂa. Y. Sai’.mondﬁa

Pomenta]e de cepas® : Porcentaje del total i
a.om;u( 2] Sh. 62exne/zI(8T‘ de ShlgemS <3u)

'i’,ul"i:i‘.-,ﬁrldlzééi‘én’ Ay Pomentalgde)cgpas ' bPorcentaje del total
con: el pBR322.. S. atyph.(.mulu.umllﬂ Sa.(’_mond!_a de salmonellas (20

'Por" ul't::Lmo, en la Tabla 13 se observa que la mayor:.a _
‘de: las Sh Aon u. Y "Sh. 5£exnen.c (92 3 % y 62. 5 %) respec—,
'tlvamente hlbrldlzan con el pBR322 mlentras que en Salmo-'-}"".*\v
netf,a solo elw"35 % de 1as cepas hlbrldlzan., ’










,Zcoﬁ& se ha encontrado en el cromosoma, pero esta
up051c1on es poco probable porque hay algunas cepas que no

bacter1c1na (27) ﬁstefﬁltlmo dato COncuerda con los re“ul-‘

El encontrar una mayor frecuencla de cepas productoras;

Atde bacterlclna en 1asysh1gellas podrla expllcarse por que =

xner una méyﬁr competencla por nlChOS ecologlcos,'s1n embar-
go,‘no'expllcarla 1a dlferenc1a entre Sh AoanL y- Sh 6£exﬁ
x:nena. Otra expllcac1on p051ble, es la. 1nestab111dad del
,plasmldo productor ‘de bacterlclna en las espec1es de Sh

'6£cxnekL Y Saﬂmonella.; Este fenomeno ‘ha 31do reportado pa-g."T

rajel‘plasmldo productor:de typhlmurlclna, el cual no- se et
mantlene'establ ‘autonomamente en la poblac1on”de E col&,
“pero se ha encontrado:que‘el gene fé puede 1ntegrar al cro




e En las shlgellas'se encontraron 24 patrones electrofo-
'-~ret1c05 dlferentes de" DNA extracromosomal en. las 3u cepas
'f ana11zadas, de estas solo 5 patrones lo presentan5dos o més

de las dos sup051c1ones. Las cepas que: tlenen un mlsmo

;










resante que las unlcas cepas que presentan dos determlnantes
sean de Sh. ﬁlexnenL y que en ambos casos el nivel de re81s-
tenc1a :no: corresponda a-’ la sumatorla de los nlveles de re51s

51m11ar al encontrado en gram—p051t1vas, el cual es conjuga—~~

tlvo ‘en ausen01a de plasmldos. Para 1a cepa MSHSB, que no,

ltransflere la‘re51stenc a a Tc a E calL, por ellmlnac16n







LaS‘cepas defS Kmonelﬂa pertenec1entes'a 1a clase C”pre

\shlgellas; ya que este determ;nante conflere nlveles altos

' 5;de reblstenc1a en E. coﬂa. Podrla tamblen ser 51m11ar a1 Tn10v
'<3y*presentar efecto multlcopla, ‘en este caso tendria que encon‘ﬁ
: “jtrarse en. multlcopla en todas las ehlgellas, b) es un- nuevo

]xdetenmlnante genetlco no descrlto'{ 



“ademas encontrarse en dlferentes generos y espec1es ?5 & 00“-

?mQ lnfluye la frecuenc1a de tran5p051c16n en la dlsper31on
‘los determlnantesv?3 ex1ste algﬁn 51stema codlflcado_jﬂ‘

1.m1QOﬁpAﬁ&i

(tetL) encontrado en stneptacoccua 5eaca£4¢.4‘no .
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