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N D C E 



I N TR o D u e e I o N 



INTRODUCCION 

En la actuali.dad sabe~os que existen ciertos micro-
... ,,-,',, ,. .. ,, ,-. 

o rga n; s mo s qú~· ·µa rfi ci r{a¡í;.'eff '1 a(~~Er-á'cci ónfcie nieta les a 
_"'-_-_,.'.'-'.'--'-:.;·:º--· .\;:.:.;·:¿> : .. -~-; "~ie-:.·,,-.",;~.;','(;-'.é .;·,., ·.-.:~~-""""~ ~ 

partir de ·mier1e,ra1~;.:·~~.f·.~~}"~~ic'.J~~n)Y~~;j~'}'.e,.~i~~;rr·::~·tfoI~ini,rcroor 
9 a n i s mo s. ;e s '.~l~~•);_~f,;.¡;~~~;;~~-~h-~i~'.]·~:&tl&~~~~~/:~~~;~.~~~~:~;~.li~~i~,~5;;~ª.;< .. · 
los metales { l ;i xiv ra:e,i ó_n) 'Y; p cide.m9:s·: co nsJd e r á r:!que· es t.e . 

::::::::}~,~~l~~l~~~tlf li~f i~f ;f~!llJ~:: 
ne ces i tafJa'cj~f~~g~:ff~f.;~j;_[~cRfi~s~:j~~-~~S~:~.(~ 2ffüD~rá:1.ce,:[si ·er 

., 

pl iquen y rea.]icen':eJ~spr,oceso.~cle:'lJxiVifrióri( .. 'Los}proce-
so s de·· 1-;x-;~"ia~~f·6:h\~~rit-~i6~f~'~0ti~-in·v~;1J~~;;~~·~~,:-ro~r 9.a n~i-~-
mo s, pueden' s·~/~¿~~?;~~~Fúdos ····ge_ner~lmente por 'el··· s,igu ieD_ 

···"',_,,_ ,-·· 

te diagrama .cieflu'Jó/\ 
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Nutrientes 
Mineral 

Solución 

y éstas se .~nc~e~fr:an e'n condiciphes•d~:ac\d~"'~!.\,~1~ht~'ils 

son ma" te~~~! •• ~-~~~jz~~~fost~"-~~0-m~-§i~!;;teJ_e_s~s;~titª~º_s2~"~'~ _ 
·.-~.~:1,_'.~'.~:~t.,:·;,·:.::. ·>~ ": ,.:·,-:·: .. ' < ·", >;"•:.·.~(~_'('' 

"·->·''. __ ::. 

En ·e·_·l·~·_.er~es.~f t~·· •.•...• 1 .• _~\-t!c~~:!;('~L;~e-,~-.~{tfd~i-,i~~i~tt~~'.~-.~-~-c,1~;r·.i:! 
na es a p l i e a da:' en;, o p'.eraCi ones j:ome ré:Ja l~s;Jpara'1Ja ;re cu pe 

• ~ •• ' c •• ··;:'·_: :-.~:_;~:·~~i~_:_:;_.·:.;. -~:,.h:~~;. :_\~-~· .\::~_" ;,;~:" >·, ;~_~:;_:_·:::-,;1'.:.;~,;~;~-~:-~{i'.:i{~-~31d0::~¿\/;'..~~i~~;~~~-~.~~l~~-r~;tt;.{J:; :';~.:~)?~:~~~:~;;~ ~:;··:.~-f~-~,- -
rac1on de cobre •y;',uran10/a~¡¡arttr::: ''desechos}m1nerales, 

'.:) ;, · :: .:::}~~;~¡i;~~;~;;':~'t,:~~~2r1riITr~r~:::,:: 1 ;E 
-·e,~·"-:~---~;-:··; -,,, ·,":; :· .:; ··- - >~·.;~~i~~;~,j~~~~t~fL~,L . -~-- _ 

a p l i e a da a ;Tii'~~e"r~¡y~ l~~éj'g'~:r:;j'~~f'é~~~"~; i: () nt i en e 11 u n al to -

grado de sulflJ~os '~eÚlitos'/ - ~ 
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Uno de los principales microorganismos utilizados 

en procesos 

qui:! 

dos 

ión 

tes: 

puede 

se pue 

este p 

son 

caneen 

za do 

lulas 
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crecimiento 6ptimas de este microorganismo son (17): 

naje) 

a e o ne en t?i¿{d~~'~;~6'f J;ft (~1.·0:.§'~t~'§''{::y;~·; e:~-~ 1 ~·¿ ¿5 l o .. al 
.··., ~: .::;~ :~.~-~;.;I,::.-<~~~¡,~{~\:_::.~?~~-~,'-3:>;-. ::.·-'·t·~ ,\'r.>3·::~:<_::''. :;e,- ·-:- -.,,;-' :~:.é . .: ·.-~: __ -.. -·: :/ ::~ -:,. -= ::-<; .';. __ ..,_. _,, -··\ 

gunas especfes}au~ott6f,Jcas:de Thiobacillus(tienel1 una -
tolera ncia~el ev~d·a~~~~~~~'C~L~ -2~~~i·.: ::.----~--

. -: :-~,r:: .. ; _;.·,./-·:,Y·~-~ .. ( 

Otros estfrd·1~~ •. na·~·i~dféanqUe los~hi~b~cill~s son 

:::: ::::::: '.·::~~t{f ~t~~~I~{[~if~;~-~'1]:;tt.?}K{t~·; 1 ~ 
:, __ <";~·-~::·.. :···:-L~ -~~ ._:,..,_' : :- - . "·'"'\.·-. ;, ~ :; . . ·e:· . ·: ~~,- -~; : . \--,-,, -

.-- ~~-:::;;~IL~~~~~;~-~-~o-~~t~~-~~--~,~l:~:-0;_~;~ ~-- -

j ado d:h: ::1: ::;!;{~**l&if Ji:J~~\'~~,~~irR'r~·~:.:·: X:: 
·_:~:;~~-~--.'~- _:_:~;;-,_5,:>~;,_-:: _,.. e_-' 

ten en ellas, s.fo'embargo;/'hay minasdé.p1:ata:tjuea pesar 
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de tener poca cantidad de meta 1, si se utiliza un proce­

so biológico, pue~den ser ~entables (17}: La utiliiación 

:: ,: ; e: r::~:,º,d,~JiíJ:~~f~~~'.~f Yf~t~~t.~~~¡t~~~1~:e,bj 
do a que, porel··.·moniento;irio/se:han"ai.SJajdo.~:miéróorganis 

<. -' ·: ;,-. :· · _._'._~:~-~ :~),: -/;~::~~-:.·c~.-~-:-~~r~_·:~:·~~-:'-_::;'.~(-\l:.;/:::..'~" i~;: .. ~~!·tf~ :~;1\~~:'.:~:~~a~.;~~.'~-~át~\;{~~~~~t:~\:~r~'¡~~:;~;;:~~;/J~~?r<\~' ·~;'.i?~ .: 
mos del género Tliiobacillus'qúe;:sean'í;.esfst'enles,iaT?nie;_ 

"- ·_ \;·.- .. _-, - ... · :· . .. ~ '"·-~~~'T;~:-~-:-~··::;~~~:~}":' --~ ·''~}-F<<)-;?°i ····/' - '· . 

::: ·,,: :~~t(~:m~~:~~~"sc~f~~;:~¡~*{4~~1~1~i~{z~~~w· 
:: :: ;'.}f,}Xf i~~~&~i~!ol?ft!'~~¡~}~~~i~);~~~'.,1!c•• 

Por otro. ~a~o ~~~~d~·:~~~~~L~f~~·~~:~icroorgani smos d_i 

ferentes que sean resist~ni~~ ~l~~itál, pero su utiliza­

ción no se puede 11 evar a c-ábo debido a que no producen· 

la.e condiciones utilizadas.en· las procesos de lixivia.­
cidn de meta.les. 

. . 
Tomando todo ésto;en~"c:uenfa, y haciendo uso de los 

con oc i miento s dado's; ~.~·f·;;l,~/·;ª'~ri:é·t·i~ a mi e rob i a na , pod r 'i amos 

::: :::::~~e ;::J~l~~~1;:1f ((~ll~l~~ttilt.;;~~;::~ ~ 
c i a de un microorganismo ~a~~·;l os(:mefales,pesados genera lmen 

' ·. \>~~-;.::,.;::,,::~:~:~{~h;·?~~~~~~1{~~~t~:~;~~~~;~,' •L • • , ~<:;~.::'~~-~·;~~·{~:;:'.•:><f~:~:i• '.:.<·:)-;' : :' • ·.~ \ ·: .' • - -
te está dada por• plás~iilq)"'!-C ..... ,,.,cJr.éul a~~:extracromos6mi-

. _.,_..-::<?·-.. /~'.~·~:~;«:~~~-:-.r~7r~~~;tr:~_;~~1:~:1;::::/~:{i;(:sw~.:.<:.?:><t{~-->:~·: _; :<.:'.::_ .-:.:.- i , __ · __ -_ 

co) , podemos es ta b lec e ~·lqúe·::po.fr':;;ar9 úí( 111ec'á ni sino o p roce -

so microbiano- se ~u~da~~{~-~~~"?e~~l·~-?~ile~~plis,mT;~·~e· la b~ 
teri a que sea re si ste11te al-mefa l;"' 
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ser utilizado en procesos de lixiviación de plata. 

~· 

para ··'- ..;c-T"'-- -.----

-='<=->- .. -,., 
- --: ;· •. - ';:_, •• -, :; ,,._: -.;. ·- ·o. --::--'.;;'.-.=-,c':o·.';_-, .;;c.-:-:,~·=-~'.~~- .• _-;;o--_;'·:-:· ••• . , " .• ,, - .- -.- - - -

--~--/T~~-=-~:?~2?~:tr\r.~~~~-~~;_.,.:,r):::'~~;:?<'..::·~:<< ~-.. ~~- y,-y ·{~}-\-~- .. ~:¡'~·; :~-::\;j:--:~f~~:~::;:- ·;:·;_ :_---:::·---->~e:·.::···~- . 
Las cé 1u las que?contienen} lás_m fdps)son, trata das 

:::.:: ::z :.:: ;~t~,~~~Jr~iir:;~~i~~~;i~tI}~· h;~ü.;::p ~: · 
sodio (NaOH)'i ~"J~"l:"--~~éi,~if~~L?l:~t~f~,:;:Y ·.f-".-~ :"'~ ····-o/ 

• ~ --- '-· ,, •• , •.• - ~. ~--~. ·.v .~-~.c.-~.·_\1~.:;·~'.- _ <-,'.:·:E-.--'.~~~ 
<--... ~~:;.::~~':}. ',' }~;; . . -. -

... ,, ' _;;« -'''~·~>~·.;.;·:~:_;.:·:/( ·~'/\~;:_-~:>:<; 

pe so .:;',¿*~~~~q~~~i~~~~~:'!;::::::: ~::::: :::o:; 
., .· . ,.,;.::;;:>)~\~ .'. ·, ::~·-.e:- . 

acetato de soúo a"'cfciT'fTc'ado, se renatural iza 1a masa de 
· -.- . <·:::~:..:1~s; ::.\- ;;'J~-: -X< --- : '~,,__ .. : _, ; 

DNA cromosómico y se.'.agf~ga para .forniar una cadehá iilso:-

1ub1 e. si mu 1 táneá m~Jl~··:·<1 ¡¡ ·a.Üa concéntra'c?i~rhd~~·a i:éfa< 
·.· ,: ->~:~ : ... ·"'.;.:.tL~:~:~w:~1:~~}~-.;/~~~~?i;?~~{~~~~,·~:r?::"~::~":~;_ ·~·:~:~\:;+~~Af:?:"~:~:?tt~:?~:\tt::::r,~t:~-·~·;:~t~- y;~_, -, 

to de sodio caüsa ·1 ar"'preci.pitac i6n.:de)Jos comp)_ej.os'.pro-

te í na- SOS y_ d~ .R.N~:~~~'.;~3~-~-pes~-mo~·~ cul ~~7~;";·~}?~~"~ {e=m~-
todo, gran cantidad de'1a; tres macromoléculas ~ontami- · 

nantes son coprecipitádas y pueden ser remo\lfdaspor una 
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simple centrifugación. Los plásmidos (y RNA residual de 

bajo peso moleculár).son recobrados del..sObren~Ante por 

medio de su pre~cf~·ita_dóncon,.ieünol. · ~l~':D~A "cl*·~flásmi-
do s puede s-ef.'.~n~1·Jiá~ic'r~'.r ~)~'¿f~~·nre~}-~:~,;~~· fgr~a-i n t~ 
ta o después';~ú>sJ:;;J:;gest'.i'ón.~o~ énd~n~(:,\/~sa-~ ·~~·Y.es-· 
tri c c i ó º . c2Y~ füi __ :; :~ ~ .. ; . ··; .> • - · · 

En-- e ste<tJa•g~.j·b~:X;e.;Láta rá •de aisJa}7/< ca/ácte rizar 
::-} ·0--

- .' ~ ,···.·~--- ~_? ,-<;:: .-_,:;-<<~>·;.~_-;,.r.): ;;,.,\\_:·;.X_·' .:_: .· :~¡·:; .'.',,·:'· ·:.< ._:· .: -- -~ '--~ ·;·'.._~;·;-:~.~- · .. ·-. ·';«·~- .. ,_ ·.,. ---:_ -~-)':~ -· __ · ·,;: .. __ ~~, -: ·-
cepas que sean resistepJés·~a:·~RJ.aJa>y que:Tademásc.conten~-

; _ _:·-._;_:,_,_,::-;_ -~=-7-:.¡;-·.-.--:-;-:_:_-;;...?:'.' .. ·,--. ~~' :·- -' ,_..,_. _., 

: : "'::, ~~ 1~:tf~~!~~~tff1i~'.~J:~§~~ ~z;::~~~f:~_ •. :._.: __ --~.~._,.:.·_·•."ct·:~_: .•. ·.:.-.-.º.:.·_· .• _,ci;.~"c"'-
~~ld;::~~:-~ -"' ' ', 

pueda hacer . u 11_/F transi'e'rJ~~:tA3E~tJ_~·5y(í,!i;p·1~smidoS'·a{un · b~-
c i 1 º (pos; b ie~;W:rr~

0

ti~1coh·~~;~Tí'U~Jferra<l~;~,ci:~ú~),'~ué ilrodu~ 
ca las co~dic1ti~~ ~~~~-si~~·¡r§'.~'árdlali;~,i~·w~.;~_íl: de' pl! 

ta de minerale~y ~é~~~sisú.nte iiTmismo rn~tal. 
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O B J E T I V O S 

1.-

2.- Detecti6n de pllsmidos que confferen 

resistencia 
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MATERIALES Y METODOS 
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4) Medio para aislamiento de Thiobacillus f~rooxidans. 

Se .. 

le adici 

fato fe 

- Soluciones: 

a) Regulador E (14) 

T r i s - a e e t a t o 4 O mM 

- 10 -
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b) 

e) 

d) 

Etilendiaminotetracético disódico 2 mM 

(E.D.T.A.)c 

Ajustar 

50 

7 .. 9 • 
.. . ,._ .. -. -

Gel a'.8%en regulador E, pH 7.9. 

Gel de agarosa al LO%' en r~gu:f~dor !;, pc~c 7. 9. 
_:- _ :__~_:/:/·'--'--.::_- :'.:_~:~:~~~;~~~;~- ~ 2'7-_:~L~~=~.--- _:-__ 7-, 

Sa 1 mone lla .~nter i ti dis·;: 
Sta_p_b_yl o~o~~u liu re u~. 
Bacillus .!!legateri~.m_. 

Escherichiª col i J53/RP4 

- Aparatos utilizados: 

1) Pot~nciórnetro Expandomatic, Beckman. 

Modelo 76A. 

- 11 -



2) Balanza anal,tica Mettler 

Modelo 

3) 

4) 

5) 

1) 

2) 

3) 

4) 

Merck. 
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5) Acetato de sodio. 

J.T. Baker. 

6) Etile~tiani{nqtetracético disódico (E.D.T.A.) 

J .r.:sa'ge-r'.';;;·, , 
A n t i b i ó t ic,~s:~;:Sg-·/ ','"!_', . 

, -· >: ,,, .. _-·. :~~:·<·:L:_..!:"'·:·-_:-,'> 

se ut i{if~~~fa:i'~·~{tbi{tiC:os en''. mG1 ti di se()'. para 'diag­

nós t; co·:c'~;í'~}éa),?;EJYmu1f;df~2~,,,~{6:n1;·i•~.·ne>i2~nt; mi -

crotiian6siciüefsgf::t~~-fdf~¿~y~~;·i~~}~'~?i~;af~·~-~8:t~gios­
p o r i n a•i~•.c\·o~·~JJ\1'~;~:á,~T$li!t:~f _nlt~--i-TI~~¡',t~e.~~·ª~~-~lff l.c{; ·~· 
com Í C i na. 1 : ka na~i C>ÍOa i/peni_c Ü'lria~- ~Úr'ep_fÓrn1 ci_na , . -

. __::._,. _ _::.;__~,-=~;:-· :-0...:.·_ '____ ~L=-":'-'~--=; _ _e-.,~=-"-.,_--- .-

su l f amüox~zoÍ~t ~-f111éfo'Prfiri~y~{tetr,ac h:i ina:= 
Elaboradopor Prod.uctos BiCJclin, S.A. ' 
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METODOS: 

l. -

Se 

se 

Se toma 

húmeda 

de 1 as 

se 

en 

2. -

a 1 a 

- De 

mo 

una 

100 
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el aislamiento de Thiobacillus ferrooxidans. Se sembra 

- Por 

por 

3. -

tes 

El 

100 

cajas de Petri conteniendo medio 

de 

.y 



observándose la pureza del cultivo por- medio de la mor 
- - ' ,· . ·. '·, ;' '.- -

folog,a colonial. Además~ como tes.tigos •se sembfaron 
·-_, ' -·~ 

cápsu 1 a ..•.•. (R~§b 

1 o. p roducciÓnde':ifdof;';uti}i:z.fción.:de?c,it~~to•:.·.·reduc-
c , ó º de. " i tr~~,~si·á;,/;~1i1} f ~·~., ··;r:t~á~ ~~~~~:~;~:Lct,~\:~·{~i'.1~~i.~\ ; ? xi 

da sa, creci.,mi,~~\~<~·~·{Nac1 ·~1. {~L~. pi~z,e.~S~~~;rt~~J~i.c,i6n~fer 
men tac i 6 n ;;.,•:: ;¡;:. · '"'' .,:;,:,,, ·:··· . ': ,~;•/?:•·•·•····· 

' - '" . . .. -. . - . . ' - ~ .. ·;··· ~ ''.'.:::. -/ " 

Por ú1.~j,mo)·js~e~~·~ fe cíUó u J~.,~:~:\·:;f l~¡dad a 

1 os anti bióticos.,é(ce.fotax ima·;·arnpi:cidna: cef;lospori na' 

eritromicina; geritamicfna. lirico~.icin~, kanamicina, 

- 16 -



1 
penicilina, estreptomicina y tetraciclina) y a sulfameto 

xazol-trimettipri~; 

5.-

base 

a) 

b) 

tos 

se di 

0.5 

dor 

las 

por 

por 
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1 
precipitado de la interfase, se transfirió la fase acuosa 

(superior) a 

Se 

J53/RP4 

-.. 
.¡,, 

l m1. 

5,70Qc.p.m •. · reguhor ¡ 

crecimiento en r·oo~b~ = o·.a • Centrifugar 

.a·4ºC por·7 min. ·~ 

medio 1 íqu ido 

l 

~-Agitación 

2 vol. de 
c 1 oroformo­

feno l. 

~ 
Baño maria 

Vortex 
1 min. 

Vortex 
1 min. 

A . . 
Centrifugar 

50-60ºC, 20 min. 

6 000 r.p.m • -15 min. a 4ºC 

- 18 -

solución 
1 i san te ij
2 ml. de 

# Solución 

* 

Acuosa 
Precipitado 
blanco 
Cloroformo­

feno 1 



35 ~1 de muestra 

10 j-<1 de solución l colorante 

ELECTROFORESIS 

Esquema de 

miento 

se 11 e 

con 

correr hasta 

(aprox. 3 h). 

I 
.~ 

- 19 -

Transferir 
la parte 
acuosa 

y -



' 
6.-

do 

do 

di o), 

che. 

en 

se 
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~garosa 

rn ' 
. 

. . 
Agarosa en 
regulador E 

Color 

l ' 

1 

ll 5ºC, 

Bromuro de etidio 
l_Ag/ml, 30 min. 

sol. agarosa 

~~~~tela 

Electroforesis 
100-120 V/3 h 

Lámpara U. V. 
¿ \. 
/flll\\\' 

Final f Inici~ 
Plásmido 

Fl uo rescen te.·. 
Base Oscura 

Esquema del proceso de electroforesis 
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Una vez aisladas las cepas.curadasse realizaron 
_- -- . . 

pruebas de .resistencia a metales pesado,$ (plata; .zinc, -
. ~·· .:-•"_ -

cobalto, plomo, n}quel y me':rcu~fo)\a··l~;cepí(cu~áda.y a 

1 as cepas de or\g~n. ~tam~iª.h i~;;:~;¿-;k~J·~::1~~·s;;.~ic~~f$' pru~ 
bas bioquím.iC:as 'he·¿~~s a·1~f C:epa's·};s1.ada's·-Y~{~~conípar2_ 

' :-.:,•, 

ron los result:add¿. 

Sistema de electroforesis en tubo 
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R E S U L T A D O S 

TABLA l. Muestreo en la mina SAN ACASIO en Zacatecas 1 Zac. 

Muestra 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

·Sitio 

E,.tracción nivel 
200 

Gotera dentro de 
la mina 
Sa 1 ida de la 
mina 
Extracción y tamizado 
de materiales ·-agua de meú::l_a _ 

Entrada del nivel · 
200 

Zona de minerales 
que provienen del 
nivel 160 

Lixiviación 
química de plata 

piédra mi ne;~¡ - -- .... ·­
con sulfuro de 
plata y.pirita 
de pi ata-

piedra mineral 
con óxido de 
plata 

muestreo de finos 
y concentrados de 
plata (tierra .·-· · 
mineral molidaJ< 
tamizada) ·· 

De acue rdo,'.c~-~ : .. 1. muestr~~' :e:~.1-i ~:~o:;:J_f'.t.i1.~-~--~i.n:a• .. de 
plata San Acas io en ·.zacatecás, Zac:-; ·se ;obtUv_o· una':seri e 

, '' ;·· · .. ::::: :~~)'.f:i-:6~>;!.:~H-E.:;,:;\~ ---{;·,: .. ":·~·,:_:¿;-~; ~·;)~; .. }~?¿_~~::~1}¡_i/~.~;-~'.~:~:;_;?~::~7:;~:~~·~~~~%{.[X~:;-~~-'.?:/_ ', t; 1;·:-·~: --~-:--~· .. :;··:: _ · 

de muestras·y sé détermiriaron;las~condicionésé:deJ'.sit1o 
~i/\~'~: :~ :_~:-t~;t::;tJ,G~t{iF -{}Y; :~{:'.-~t ;:· Fi~t~'.~~;~~-~:::i}:t1~-:;;~:f \i~if :/}~~~~~~~(/:f k~2-ii{(;7¿ ;.?:·:~/ ::~~ ;~~ ~ ~'. . --, , -; -

de donde se extrajér\on\';:c;Ta n.to>J s:;niue s.tx.a.s tcom.o~ 1 a _s de -
:; ~; ::. : Ó- • ;::::.:_.~>:.~ :!~E:§~~~~l;~;~_:1:~~ttJ.~.:;:~_-:~i; -·~.~.;pl~"i;}; ·.,:.. }W~~~~~.:f.~V;.'.,:~;~~::~1b+hF~?f:~~;t::~~~~:\'~~\~'.·::~· ,: :i 

terminaciones "rea{i zadas'.-séresumen e·ri'':l atTabla.:1; . 
:.···>~.<::j~·~t:·/r~~; :~: ;'.:·· .,:::.- , ··. :~:'·>-;,~,.-... ,.,:' ·, .. _~; .~·: ;:· -;: ~'. .:;_..z: f .. ;.;:.J, : .1.:. '·. 

Un a v e z ··a trfi~~c;¿¡~,'~1 a~s~"rn1!ri~~f.s;,~~~1,~·JttJ\·~ .ccá' . sé m b r a! 

las en me di o··MM~HA;~¿'á;&tkki~n~h~::kl~¡:¿~·in·~:~e~(~-p-~ra·· ... el -
, ~~,:.~:~··~~~::::~:~:-.~~\._'.·>i·~,: .,., .o-'--~-=- - '~ -. 

aislamie~toc.l~ ThiobaCflluS ferrooxidans asf como en 

agar nutrniVC> y 'cu~Ós\résuJtados ·semuestr~n e~ 1as ta­

blas 2 y 3. 
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TABLA 2. CULTIVO DE MUESTRAS ACUOSAS 

MUESTRA .. CRECIMIENTO EN .. 

1 

2 

3 

4 

* 

+ 

CEPA crecimiento en MM-HA+ Ag·~ (f/p.m~f 
o 

* S. aureus + - --
* s. enteritidis + 

* 8. megaterium + 

** CMSA-1 + + + + + + 

** CMSA-3.3 + + + + + + 

** CMSA-4 +· •+ .. + + + + 
:,,.,.;.;, .. ·_·,-· .. 

* Cepas testigo· 
** .. \ .l ..... ~ .. . 

GMSA = Compañíil~ Mfoéra San Acas io 

+ crecimiento positivo~ 

- cree imiento negativo 
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Una vez aisladas las cepas, se determinaron las con 

diciones 

ta dos 

n6 el 

mos p 

ca 

lo cual 

con-
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N 

"' 

Temperatura 
ºC 

37 

45 

55 

TABLA 4: Determ1naci6n de las condiciones 6ptimas de crecimiento 
-----·-··--------------------------

Conc.Ag+ 
pH p.p.m. 

5.0 

7.0 

8;0 

8.0 100 
200 

CMSA-1 
24 48 72 

f ++ .. 

++ 
+· :. :i++'·. 

++ 

+ + 

+ + + 

-----·-·--------
10.0 100 

200 
5.0 100 

+ 

24 

---·- 20Q_ __ , ___________ _ 
7.0 100 

200 -----· 
8.0 100 

200 
10.0 100 

200 

CMSA-3.3 
·43 72 24 

CMSA-4 
48 72 

:·::++' - ·.· ·+++ 
. +F·::· .:f++ . 

: :++/' < +.+t .. ·.·. 
: ++·,: .. : . +++ 

·.••e·+·.:· . ·+·· 
+ 

·.:::~;:: 

·. :~ ~·-~:\ 

+ 

h 

-·---------------



Agar Nutritivo Medio MM-HA con 50 
p.p.m. de plata 

C.M.S.A. - 1 

Sin plata Con 50 p.p.m. de plata 

Figura l. Morfología macroscópica y microscópica de la 
cepa CMSA-1 de un crecimiento en medio sin 
plata y en medio MM-HA con plata. 
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Agar nutritivo 

Sin plata 

Medio MM-HA con 50 p. p.111. 
de plata. 

Con 50 p.p.m. de plata 
Figura 2. Morfologia macroscópica y microscópica de la 

cepa CMSA-3.3 de un crecimiento en medio sin 
plata y en medio MM-HA con plata. 
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, 
J 

Agar Nutritivo Medio MM-HA con 50 p.p.m. 
de plata 

C.M.S.A. - 4 

Sin plata Con 50 p.p.m. de plata 

Figura 3.- Morfología macroscópica y microscópica de la 
cepa CMSA - 4 de un crecimiento en medio sin 
plata y en medio MM-HA con plata. 
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TABLA 5. Crecimiento de las cepas problema en medio 
con diferentes concentraciones de plata. 

Concentración Tiempo de 
de Ag+(p.p.m.) · Incub~ción 

o 

10 

50 

100 

- ,~-,o--- '.-'o .. :..:,_,--o..i-;~, :-~~~-~~--=-~'-:::O='.:··.:-=;;"';- o;-=;---'_~:~-~-':~ ' :.:-<-~; __ :-.,-·::~~;-'.<>- ~ -/-.. 2 ~-~ '.' • :<·· -".¡ « ~ -

TABLA 6. ~or;,¡J¡,1;d~ ,i~.', lri~rda, '"'ª;,•'::i~~~~;rtti'.§,'kc . 
CEPA 

CMSA-1 

CMSA-3.3 

CMSA-4 

colonias,de o.5-1,0 ·llll1 .. ci( E!ácilos;'deió 1'.5:~,1:0.1<in 
culares, amarillas, de .. Gram negativo;}' no espo-
bordes regulares, convexas~ c'..rul ad_o_~,•~-c.~ ?.co~- ~ _ i.'-"' 
y duras':- - -· --~ --- · ---.. :i · 

Colonias de 3.0-a;o mm ere-: BacilCÍs de 1.0 x 4.0 Am 
ma, circularés, de'bordes ___ Gram positivos, forman 
regulares, aplanadas y . cadenas de no más de 7 
ligeramente viscosas. miembros. Esporulados. 
Colonias de 2.0;.a.o mn ere Bacilos de o. 7 x 4.0..-'(m 
ma, bordes frregul ares, Gram positivos, forman 
un poco duras y aplanadas. cadenas de 11 o más miem­

bros. Esporulados. 

Colonias de 2.0-8.0 mm ere 
CMSA-4 C-1 ma, bordes irregulares, -

un poco duras y aplanadas. 

Bacilos de 0.7 x 4.0.)lm 
Gram positivos, forman 
cadenas de 11 o más miem­
bros. Esporulados. 
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También se realizaron tinciones 

ras en medio con 

dos en 

mostraron 

vó a 

Esporas 
Schaefer y 

Gram 
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TABLA 8. Resultados de las pruebas bioquímicas realizadas a las cepas 

Prueba 

Voges Proskauer 
Rojo de metilo 
Producción de indol 
Citrato 
Producción de Catalasa 
Producción de Oxidasa 
Crecimiento en NaCl al 
Oxid./Ferm. 

* Cepa curada .. 

TABLA 9. 

Cefotaxima 
Arnpicil ina 
Cefalosporina 
Cloxacilina 
Eritrornicina 
Gentamicina, 
L i ncomic i na 
Kanamicina 
Estreptomicina 
Su 1f ametoxazo 1-
Trirnetoprim 
Tetraciclina 
Penicilina 

·'= c'·'=º=S'··· 

s 
s - . 

*S = Sensible, R = resistente·. ** Cepa sensible corfalgunasccilonias 
resistentes al antibi6tico · 
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En los corri~ientos electroforéticos realizados a 4 

las muestraso~tenidas de las diferentes cepas problema, 

así como a .1 a cep¿ utilifadá como, t¡¡st)go ,.s.e. ·óbserva 
' ' • ;' 0~ ,: • ' 

que las cif~;~;,¿i~·s; fecorridas ·por: c~da·,unC>::dé' ~iks<'pl ásmi 
, :-~.· -· ·t:'-:, ~-'. ··, ,'~. :,,¿; "·:·.:: -~-;~,~~~~~{.:'·::.::·· .'. :.: '~ .. -~ 

dos var.í~·corlfd~fueS~ utiliza clifer~rite''ci)iic~nfraciÓrí de 

ª 9ª rosª eX·~1tg~;1::.· s 1 n. e~bª rgo.podem0;~:;}~e~1·i~;~JT~·~:eiu~.-
. '~- ·,.;'·: _-· .. , ,.··' ' , > , 'Y:;: ... : '· :;-.:'.,~·-

e i p l á s mi d9 ~:~·~''.q}~ce I' a • disA~. 4.Cof:fe .ª.~~ll~a..·$~.'f ~tafrci a:Y,i gua 1 

a e 1 de la.· c~~a'\s~:~\igo·~o.·ú{:.!6~.[]'JA~pf~,~;s .. 1~~~):·~{ó.t?~'s · 

::: :: ,::~~J![~~~~~f ~!;;'~!~:i,~~¿~~lt~~~~f~:~~S,tt f i;:~'' 
---:.~-<~/,~::;~~~~:~>: .. \ ---o- ·-;~·:::-<·;: Y-~-~::' ":.·\:_-::,> -~'"-"'o,,.--;,, .. :-.-:''.>; --- .·.:. -~ -~:-.:·;:·~,~~;::::':·: --

p º r .··a ·1.ti ~·º\ 'i~s·~·t~·11·z ~·;Jri·~:~,.~·~y~~~1~~~¿t·Bt~:,~~~~~1~:º· ~~·~ 
bromu r º de et 1 diº ·obi~nr~º~º:~·:·· una· col oni aY1;a'~feiT~,,,ª 

-,J_.'; ;¡:.:>:' c;'"~_-·,·,·~::;_t··-- :,·::-.. º.;;::•,·'~--

( CMSA-4 C-1) que ... Pi,~;~e•••• s;u!~:};{~'.\.~~~§.~l:~·~ .. Pl~·~~J·~1º:Sl'.Je ~ 
hicieron las mismas· prÚ.~ba~fbfoquJ111I~'.a!gfae'.ttí)'s'fi!Ua's·ce-

- --~ ·. ·oo,--- ·--- ~-"·--= ~-~ ·;-_ - -. _,- _.,_.~~-'o;,_; : ;· ; •. ~- ':: ~~ ;.~ ~ . , 

pa s problema, most rá ndos~ los./r,esul.tadCls en\.:~l}:~Jsrna Ta-

bla 8 para dar un púntode comparaC:ión,''coQ.fás~.cepás.pro .... 
• -- .• - ' •• ' ' . --·- '-•-"'... --~ _--,. -~-~---.::..~:::__:::~..;-~:;:_·-- ---=·:..-~·- _ __, __ 

b lema que· conf(en-irn .• ;Yf';~¡d~·~ce.";"A~emás se) cB'~~;Ó tina •. pru~ 
ba de resistencia a8t~os metales 'g~~~·c16~ tánto para la 

cepa curada como::pá~~;lás cepas r-tiist~~fe{,a!~~ata y C!! 
,._ ~,; .. , 

yos resultados'ríoslmL'~sfran que ,1a:cepa curada es dife­

rente (en ·cuant6ú;:~·~~~i~:f~tencl;.a: fu~lal~s .pesados) a la -

cepa original como se. observa en _la. Tabla Jl. 
o-'-~-· ;=o - '-··'- - ~ o 
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' TABLA 10. Corrimiento electroforético de ~l~smidos 

CMSA -1 

CMSA-3.3 
CMSA-4 

TABLA 

CMSA-1 
CMSA-3.3 
CMSA-4 
CMSA-4 C-1 
_s. coli J53/RP4 

- 34 -
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1 

1-----•--------'---1 .. éMsA~3, 3 
1.0% 

1 < .... H®~i:i{; 
' ·., d ; ; ., __ ·-.:; --. -"' -

1---ll------------'--'••·-"·····-·"-'····l-'~~}f,c~l<J .. 53:/RP4 
-~ - _. ~~'.:~=~7;'~~~-c~:'~~i:~ ~~~ -;~~~-.-;·:~; ?:> 

, .. -~,, 

------.-----,:-;~~-~~L~-~¡~~-~;> .... 
......... 
~ 0.8% 

1-__ _.I _____ ..;;;..--'·, ·_' __.rl·~~H1~A~s.3( 
,,--,,·-·, 

'·' . ~ ': ~- .. >:~.:,.""; .. 

..._ ___ l ______ _.;....._n_·~· i<s~,~AfoJ;· · 
~ :: -:.-··::o/J/:i;·_;·_:~~ -~·~'e!'. º-

.__ ____ • _______ _:_ ____ --'-'····· 1,Jf.~ol f J53/RP4 
:'.._',;·-·· : .. 

-1 .------~.-· .--------.J(f~~~~~~f~--H< H 

_ -:-:·, .::,~~;/;·.'-:_ 

1 -,..--··-_.,;f x~c~~A~3 .. 3 

.----...... -----.. -...•... -.~·..,,..,.,:...,..,r~1.~~~; 4• 

.-----t.-------: .. .,.,..::.,.,...<-i:,,h¡;¿oli H~53{RP4 

o .7% 

•_._
0 

__ ·---=-=---· __ oc=--=----·-¿_._- ---=-- 0 ··--

Figura 4. Electroforesis en geL de agarosa 
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DISCUSION 

Conforme el muestreo re .. alizado en la mina de plata, 
.... , ~::: 
,,···. 

podemos deci{ quE!. las··:conaicione's{que predomi nan:en la -

mi na. en cul~lb. 'i:,ra'?··~Je~tr<c15;;.ai'd~~asiioriiidas'tH=uéron 
p H de s ·.o .·· .. a '6)•~ :·i1iff'~n{~·~'d:r.u·r.~S!d~J;,¡~·~t,·.i.¿_\:r:cic~·-()·~ro'.~,a do t~ 

:::::.::·d:m~~~:,~; :~;¡,~i~;~1~tf J~~1~~1:~i;~~~t··;::~:. 
-- - '"'._·""::-·.;~:-;'.e=- ;;-i;.._~--:~ ~ --;.:_z.c._;'..;:;:,...;--·-.:'o·_-~ •: ;~<;;-;:;; -'.'.--(~~-:..-:,;;____,;_ ; _ , ~~;·.":: .:,_ -·~- -_~:,. __ ~ 

__ , __ ,_, _ _, . '--·:'.i:··::----,-- ~- <~-r-(< .'.-·,·:··_;-_< ·/::i :.;:·,::-:~·::::-'!. . ··--.:-· 

se ªis 1ar~~t¡,~·u~~,ª·~··¿~:~~·~:;;:·:Jiat:t~iride·r·a.~I~1Je's1: "ª s 

acuosas semllra'élas)!•b:.~meci;:a···M~{HJl.L(t¡·¡,1·~:~,~¿~}·~,{fae~rJ~::~.º'. se·-·'"··· 
.- , .. -. -,. __ - '-~- ;··::; .;~;.).,1·f':;,"· ~ '- '.JF~ ;:.: \¡..·'·; 

I ··.; ·~ -; '-•: :· : : i.:··-<'. ·:- :-,;~:'./.·: : _._.;; ,_;»:. ;_~ ~;o':'-,.·,,, ·"0
·'.( ;· o< -:·<"~ .·.-¡-~'.~~·:~\;> ~;. -~·./- ;\'·.· '.:_.~ / '. .. -=-~- · · · 

o bt uv o n 1 ng un a:c epa ~de"::.la st:mue stra s•;sembra das ~en ;e k·me-, 
.. ··,·, :'<' ,-;., ,·_ ... /-.' ... ":' .. ,·-,,,_-:: .. ' -.. :~,¿·:·· ·='-' •."'._.· .. · .• :~~ '···::'·;,:_~,:.' .:<""'}'_'-····-~· ... ·.:.-···,.. 

di o para Th io~alii'1üs; <~e,las?cep~s}"~,i.slad~~\{(,obtuv i~ 
ron tres cep'ástd,i'l~t_Jn_:_\.~~~i"Lc[i8d!i.l[(~s~if~i~~j·f~~~¡:~Ú~; 

.. • -·-.. ,;.>;• .-:· ·"··. ,e·-·,:_:_~;::.;··: 

que mo s tra.ron·••.·.•.s.er,'.r,esist~ •. n.tes:.~aV,p.fa.•ta'e n¡,c.o.mp.a;r.acion.,··•···co n 

1 a s e e P a s .. ,t ;~st; lg:f .;·~;fe:~~n,~{~ ";~~g:s:f:.:~S~~:~~·.1;~/.~~#j~.~~t~¿S.~Jf"~ :,e s:·};.ª .. - , 
más res is tente>al:::met'al"/;si guién~oi.e·~ n:.:el~'for,d~n ... d~i re-

s i s te ne i a }.~~,··:s~.P·.~1r~.~~~:é~i~:.Y.0~~~.P!·'.&1~8L~~:v.f'.'.~iI~{~§t~~· s A,- 3• ·;3 • 
. ,: . ~ ;.:·: .-,;-.; ··:x ;;::·<,>;~~~:~:,.-; .--~·;'\!··~;::~\~~\::l. ... ,.. . ;--. -. : '~- -, , .. -- ¡ ·- "' . . • :·:> . 

Por .o_t<~~2:~B •. i!~[~~:¿,"~~~:;,rt~i.é"ti.~1~~~¿{~~l?~~~~~ff i~_ la Ta 
bla 4, podemos decfrque lás condfcione.sóp,timás Pªl".ª el 

e rec i m; en to, err. eT-ia·b~óraTorfoi ·aec:és'to·~:~1~crtoor9ani smo·s 

son pH de 7 .o a s:o, temperatura d~ 37ºCY;ci~cimiento -

de colonias grandes en medio MM-HA' eón iooy 20() p. p.m. 
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de plata a las 72 h, mostrándonos al mismo tiempo que e! 

tas cepas pueden co-

flejan 

miento 

poder 

la 

y de crecimiento 

aerobio la cúa:Tno ""fu.e posible asignarla ·a un 

género determtna~o de acuerdo con el manual 
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Bergey, ya que las características morfo.lógicas, 

de cultivo, .metabólicas (pruebas bÍOquím1cas) y 

de se ns i bil i dad· a anti bf9ficos_~?,Ji}~~~iitf~­
ron, sin<~íllP~rgo .•. ·en .. ·~{ fútur6)sÉt'.~tr:~fa:~á'd~• .. 

. -, ,/','"·;:'. 

; den t.i f rfar~la s cepas ·~~a·it~;Lé'spee;N:.·;"·¡,,'! · 

i i i ) En e lsta s~ a~ dos de'J~é·.:%e~;~·~~·fr·2·~:S·ff~~3hf 
0 

'-:·::·':',\ -""'~-1.~:· - ·;{;·,~-~,:::,< .. '. - -.-_-

CM SA- 4} en un ll)ed i o. con 'Só;"íf::i)'.~fil:~;~~.e~~)jata; ray -
-·-~--'".,;,~,;~;o"~ -.;-':<;"7-\0'_;f-;tJ: r'. .-, );- : ,. ',:.-:-.:-"~,:,-.'~:;: • , 

:: : a co:•::lff d:'}!:,:n~~~tl~~~S~i~~~1J!"~f \'J~t-
,/-·.-:~··,,.-.-: • ' • ~ "1 ~"·::· -).,~·:"-~ ,. 

a. l ... 4·%·)·.···.n?:¡.}?:c.·pr~·~.uj·o· •. '.~~.ps;•~I~Uf;;,~j,~,i~l'.~,~~:~6·~f~'ii~·O..~·.~ 
trados) ,• 10 cua t .nos: lleva :a la 1.:altéfriátiva 'de 

que . , ª ·;~d~E~·~y~n >de·~·ápsu·,·ªE~~~f;d~·~~t~]{n:iuf19ª . 
por .el ;i6n';·p1at'ac;clbié°n pod'rfa ser'la selección 

de • .. 1 ª s células ce spon tá neamenlºe'capsu iá'da s .. que 
• • - -· - -1.' ___ • ---~ ~--· • , • -

hay en la población bacteriana; lo que podría 
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explicar la alta mortalidad celular que se prese.!!. 

el 

i V) 

estaba codificada en plásmidos o ~n 

se hizo una electroforesis, enc¿nt~ándose un plás~ido en 

cada cepa que se.p1:ob9. Para eJ}~so. del .. pJá~mi,dodE! la 

cepa CMSA-4. ~lpeso molecular de ;éstees• apro¡:imadam~nte 
de 3 6 X ~ ~: ~d~ •;;c~~~~tt~·~g ~~t~~~_IILK'd_fa~ lé;~~_e'->~~-~-~iE1ú!~~ 
RP4 de Esche~ichia'túT}en e1baso de:.1as cepas. CMSA-1 

y CMSA- 3. 3 1o's pi'á~;~';;~6~".~orres¡)6'gd.ien tes 

menor peso ·•mih:~¿~l·~~}''•tí'.v'if. ... ·. e<···· 
' '; ~;·~:~ ' .é;\ ~ -, 

parecen ser de 
'-.··-, 

-. ":~:·:·~2:.~~-·.:·:~:~: :~ :~~~-~.~~;· j.;~!-or:: !~~ ~ ~'~~;: 

Las banda
1

s\~~.~-:~10'~'.~g~j~_·s de•.eJeÚroforesis se ven te 

nues debido'•~-;~¿e'fta/~_v'.-~iz·e_stos pJásmidos se segregan es 

pon táneament~f1~'°~"U·~~'~ri~ót~xlilTc·~-rfa la a 1 ta mo rta 1; dad 

que se pro d u e e a l se m b r a r ·en un me d i o fresco e o n plata a 
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partir de un medio con plata. Y si relacionamos la pro­

ducci6n de cápsula con la resistencia a plata, podríamos 

pensar en laspOcas bactérias queprocluceñ;~áp~ul~ se·•.pr2_ 
'·o;··_,;:~· ~' - - «-'·. '~ ··'¡,1~_~.:':·;, ,- • -~ ~(¿,_ ':~:-~·¡· ' "- .;.c.'-·~.-'-;.-

t e gen a si . mi srnas··;§'a7:~fas·.;of~.a.si·:baC:terias:t~e\fáat:a10nTa 
.,._,~-~---·,::;-,_-, '". ·',:::·f'.:,~< .. - ~ ;,'·;<.:-.~:; e;. f, ·- '.-. :--- -;:"; ' '·-L. 

q u e no p ro d uc·~-h~_:pé~ ~~ u_1, ~(i~i;~·,;p~/· ~f e,h~.rj;:·p}~~~Ti.d,~~;B;'·,.~ (:C · < ·. 
-~ .<\? J;·~:c.:,-; :~->~;; '··:· f>);fa~~~'.:;~~~'.:,~/::::~_-•_.;;:,: '<;·,,··_ -'. -· ·· ;'.~2~<./~ ".·;·::/--;~:::~~?;M¿~.,:::~-:.;·--_,,-. _- ~~-
. -- - ,··< ;·, ~,,.,: -·<c.l:/""'· ' " - ~ • ~- - _;··::<:{:::'>~'.: . .;: - .. ' ... 

Ta m b •i ~- ~ :;_s ~--; ~:~ ;~:g}-~i'.l\t-~5-~{>:·;1~_,~~:~~-.fis.r~-~;; 8 ~:y}-~'.4D'El1s~_i .. : 
dos l o gu:y•s.óf ~Wée.;;~~,R·%,01"~'~f!.f)f~,~.~JJf~i.::~~,P'filL'~~g;~~·,:.~o}t~·-~··· 
niéndose· íina'cepa:de cáracterTst,icas<idén{icás a\las. de 

u-·~:-«.;~•:• ·e/- ···'o ·- ", ;~-"~·-~·"''·~:i-;, ~---··~~:.>_:• .. ,:''.:':_~_;:.~--- -'--

1 a cepa .. de 01';9e~·;fsafv.'ci~a:·1áS-r,'~~2fti~ri'c~a.0at{l os~me(aJg sC-
Pes a dos, (en ce~s·~~~l~l~~-~~tt):'.-j':·~é~¡l-g u·~~;:~~i·~··ti~f~~~c~ s-;·· ~ . 

...,,, .. ----::;-;; •. :·:·:·::·_·.;::_ .'.:.::'<.;,:_ 

En este .caso·kc,~;r-.;~bs.~f~ó producC:J6rrccle cápsulá_:~·.Ya que 

la cepa no cre¿{6•. ~n'Med i~ MM~ HA 'coí{'pY~Tlf' :.p~¿3·-r~to -

nos ; nd; ca q ~;~i~f · ¡)'1 á smi do e 1i minad()_ es :et.~úe, f ~_;c:óñr;~ 
.- -~~~ ;· .. ·.··:." ' .. : •/'' - ·'<> :.:.--

re la resiÚencia a pJata al:baci1'6J;.:\:~::~·:;·~_;L\';/ · 

-~-.;<·\:" "'="--'·~·-:-~·-'-~ r )~=,:~) -"'"-o' o·,_- -:~--~-::-:--
Resumiendo todós .los''ci,a~os-;{'F~·~ult~,oos o~~'eríJdps, 

podemos decir··que -l~}cep¡CMSÁ~Ai(fil~;;cJii·fo\,resist'elléia a 
' ·"··:,~o::;.:,,:. ··,_;_;:;.:.-:·~;,_ - . 

a 1 tas concentr-a e i C>~e\~q~~~-!l}_a{~·G:;~~f~1t~p')'a~-~,¡iij'~,·-d~"·1;;ri .ta 

:::: · ::: :: ::::·::~.~t:~l~~; f 1(1~;t m~~~~:~~}~i~r~if ~~~~, 
a una cepa deThiob~é~-;lusadecuacla.-a.;ci~~·P-~~he~~5''.'de·1; 
xiviaci6n bio16g1ca de metales. 
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6.- Se determinó que el plásrnido detectado en los bacilos 

aislados, e.s el que confiere la resistencia a. los io 

nes 

7. -
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R E S U M E N 

En el pals existen mi'nas·"ci~"~lafa~que contienen po­
ca can ti da d.··dem~taJi9~0;~nc~·las-;·lU~-1és\-sifse' ;uier~- .. 1•1ev ar 
un p roe e so:_~~.: 'i~!B~·s~.{6~;;:(_1;2.~:§~-~~.\.··.t~l.~·i:/~1··_-j'r:~~itf'ia,Í.·) 
por método s .•. éiü-tm(C~--~-;~lb;~;fu_ft.~Ji).~•-~~~-~id'::é'i_:ey_~~.§}~-.~i;'Aho.ra 

:: : : ·, ::Y.r11~1,t~1~~~,~~~~~;~~t ;ff ~~~~~1~1~1~~~::, ::: 
::: :. u::~;~itr!~~i~~~~'.~~~~l~~~i! f~~~f e~,~~if ~~~;~~ ... 
:: n p ::::it~1ó:1~f i1Wf ~~1~~r~~~i,~~~~~~,j~~~~~~4~~.~~.,:-
:: • b: ~:::;.~~~i:'~ú~~r·f ;,~~;:r~*¡i~~1~~¡$i~i~t'.f iit~~"::. 
s i s ten fe s •/a·y~~ fe}t~c~;i~'.'~"~;y~.~~~Cp}~ ~~-¡¡'{ ~ ~: ·¡¡{~ ~111-¡;ds~·q u e · e o ~ 
ct; f 1 qu_E!·r. ·p~rª;_;fa}}~~N-s·té~-¿;fa a/;Iª t•L ·e·º~·· ;~1-·t-i~--~~""Úª~~ 

.. ~-,·.:,.;>,:,~·:· ~;· ;'";_,_~L: .: :">.";·/~.::~ J·;· /_ 

ferirlos 'aá>f~thoi>:;tfdans'.h :+>·'. ~.,;~~~c;:c-!~~~~~;_j~l-c 

Se--¡·i'sl·aj;~.tf;-;~/~f p~.l~~~~~:7ci1. os :."·•'do's .• ::~f::~:;~~p·~~-it•i·:. 
V as y u na .Grám<•"ne~~i·1.Va>:Ú~·%;n·resi 51:erléJá·a·~~~·s;Jd'~··~·~o(). 
p.p. m. d; p la~-a e·~·~¿d·1·6' :;¿·;·i·~~.'., J~-~.'.·.~12.i.lbs':Ji'fI~:· ~os i-

.. -<<~ .~~~ · s·~·( ~ ~~s~~fl.?~f: ~-;/:'~ /. ·: ··_~:~~'.<·ll~;:~~~;;~#~~~;:~{~:~;:.~~t~:~:~·:~;~·i:~~Z~5~'.ir~'.f }i;f :;:~·-~~~\~-~ \ \_'. ... -: :.: 
ti vos p rodüJero n .. ~. . . .. cá p'sü l·a.:.~d~n s.ª.tvfsJ tiJE!/'Lªú n·.,.con .-ti n:. 

e i 6 n de Gr am'jc;·i•grf;&~;~~;~,;~;~~·~:[~fTI;e·g:d~'·:~t~~~TJ'g~}~';ri:~i;·~;d;i"k ~o n -
:-' .-.,:,;~: ., \;·:; 

p1 ata y no 'se ciltectói·ªIe)~Já ~i9Jri~~E!n·:·~)·1);¡i'cTlbl1ram 
--- ·-· _,.-""- ~,: 

negativo. 
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En las dos cepas capsuladas se ha detectado la pre­

sencia de ,un 

sa 

la 

zar la 

resiste 

la 

de 

de ésta. 
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