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INTRODUCCTION

En 1a actualidad sab iertos micro-




Nutr1gntg$~_ «f ‘Mineral - -

Bacterias—»

Solucién 1i2i

Tixiviacié

y éstas se-ent




Uno de 1o0s prlnc1pa1es m1croorgan1smos ut111zados

talicos qu

concentrado

zado -se !




crecimiento dptimas de este microorganismo son (17):

Teﬁpgf&ﬁu(

tolerantes a c
cobalto, manganes

ta, mercurioy

jado de explota

ten en elTégi,,,

[}



de tener poca cantidad de metal, si-se utiliza un proce-

Por otbdllédogpuéde haber otro microorgan1smos d1

ferentes que seah:réSistentésia1~me a],;pero su-utiliza-
cién no se puede 11evar a cabo deb1do a que no producen-

las condiciones utillzadas en‘los procesos de lixivia-
cidn de metales. e

hiobacillus para




ser utilizado en-procesos de lixiviacidn de plata.

Dent!

dos se encue

lisarlas.

sodio (NaOH)

peso molecula

acetato de sodfo
DNA cromdéémfgi

luble. Simultdn

to de sodio caus
teina-SDS y'defRN

todo, gran cant1dad
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simple centrifugacidn.. Los pldsmidos (y,RNA'reéiduglrde

son recobrados del sobrenadante por

bajo peso malecular

medio de -su

ndonucleasas: d

gan 1°5ié1i,
el fin dé’ex'

pueda hacerﬁ
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0 BIETIVOS

1.- Aislal

~bacterianas qu

2.- Detetbiéﬁiﬁgfﬁié§m]ddszuejédhfierehi"‘" .

resistencia







-MATERIALES Y METODOS




4) Medio para aislamiento de Thiobdcillus-ferrooxidans.

$610 se utilizan. las solucio Wy ¥ especifi

durante 15 mi il uciones, se
le adicion

fato ferros

- So]utiohes;

a) Regu1éEdYWE”'(lﬁ) A

Tris-acetato 40 mM.



Etilendiaminotetracético disddico 2 mM

StaphyTococcus aureus.t‘r~u:'
Bac111us megaterlam '

Escher1ch1a coli 053/RP4

- Aparatos ut1]fzados ‘ )
1) Potenc16metro Expandomat1c, Beckman

Hodelo 76A. ‘
| <11 -



2) Balanza analitica Mettler

ModeTo H3/AF

dré“phepaﬁacjonéé éh>

LPO-425A-

4) Tris (hid

Mequ: }_



5) AcetatoAdeVSOdio.f
2.7, Baker.

(€.0. TA S

tracético disédico.

néstic

crobianos
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METODOS:

se inicig:

Se tomaron mti

En la;iv

se realizaro

en donde se tiene

tred agua;de”lﬁ'

de 1a misma

2.- CULTIVO DE MUESTRAS:

una en dos tubos

100 y 150 p.p.m. de



el aislamiento-de Thiobacillus ferrooxidans. Se sembra

ron masivamente varias cajas de Petri-conteniendo medio




observdndose la pureza del cultivo por medic:de la mor

Adents

fologia.g§1oh331if

cepas deféféb%;16cbbb

eritromicina

gentanicina, lincomicina, kanamicina, - -
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penicilina, estreptomicina yrtetyécic]ina),y,a%sulfametg

xazol-trinetoprim:

de la mezcla
por agitaci

“librando el -




precipitado -de 1a 1nterfase,.sertransf1r1o,}a-fasexacuosa

(superior) a un!tubo7con'

p1peta,Pastg

se efectud

J53/RP4 1a cusl

'égglador E

crecumento en .
medio 1iquido _' )

e e - Vortex
l L min. 2 mi. de
o Ll solucibn
2 vol; p . Vortex lisante
- = s
cloroformo- Bafio maria 1 min.
fenol. 50-60°C, 20 min.

l s Solucién
o Acuosa
' \ R Precipitado
\ : " blanco
—— ‘é? Qil 6000 r.p.m

, TAp o @~ Cloroformo-
Agitacidn Centrifugar 15 m’h' §14 ¢ , . fenol

¥




35 /ql de muestra

Transferir
10 /pﬂ de solucidn la parte
l colorante S suosa

ELECTROFORESIS

Esquema;dé,’

correr hasta g

(aprox. 3 H)l~fto§_g les guaﬁdéﬁbﬁhfﬁdfﬁidualmehié -
T ‘ Y



en tubos con tapﬁngde*roﬁGd.Cohf9hiéhd‘a 3

bromurao dé'gtfdia (1
temperatuP  amb i
e reveiéd N
15mpar§ déi %




? agarosa

scl. agarosa

Agarosa en

regulador E‘v:

1

(4

Esquema del proceso*deieféér;:

(71
-—-——r DBD tela

i - Electroforesis
Gel de - 100-120 V/3 b
,,agarosai% :

‘Lampara Y.V,
Bromuro de etidio " 777 TN
1 yg/ml, 30 min.

| " |

Final [ Inicio =

; Plasmido -
R Fluorescente - .- =

'~ Base Oscura -
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bas bioquimicas hecha

ron los resultados

Sistema de electroforesis en tubo






RESULTADOS
TABLA 1. Muestreo enyla,mjnaVSANvACASIO en.Zacatecas,Zac.

Muestra'f"'“*Siffo*‘“*”7“7i1 'Hw‘féﬁpératura
1 utracc1on n1ve1 | i
j200 5 ,‘;_”"
? “Gotera dentro de.
-1a mina :
3 Salida de la
mina
Extraccibn y tamizado "
4 . de -materiales.. == i
Entrada del’ n1ve]7f - piedra mineral.
5 200 o “i"con sulfuro-de
: e “platavy pirita
: fdeﬂp]atar,j @
Zona de minerales piedra mineral
6 que provienen del con éxido. de: .
nivel 160 - plata
Lixiviacién = muestreo de finos

7 quimica de plata y concentrados.d
: S eoplata (tierra

VDéfa;;gkdb
plata San AEE$
de muestra‘ 1
de donde §é extraje

terminaCid

Una v

las en medio

ais1amient

agar hutr}iﬁ,

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

MUESTRA

CEPA ' Crecimiento en_
: . g '. P 0..’:{:»',— 7:’7 & 10 ) g
S. aureus - T

S

* PEACUNETN .
S. enteritidis -+ o4 b
s

8. megaterium:

4

" ot R bt B
CMSA-3.3 L R

CMSA-4

* Cepas testigo 'f,’

LA e
CMSA = Compa

Minera San Acasw 7

+ crecimiento-positivo

- crecimiento negativo .

248



Una vez aisladas las cepas, se determinaron las con

mineral
con diferent
tiempos d

Tabraés»

ca {coloni
To cua1fbode

describen en'la
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TABLA 4: Determinacién de las condiciones &ptimas de crecimiento

Temperatura Conc.Ag+ CMSA-1 CMSA-3.3 CMSA-4
R ) 24 48 72 24 48 T2 24 4 72 oh
50 M0 omas s




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 1. Morfologia macroscépica y microscépica 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 Medio MM-HA con 50 p.p.uw.
de plata.

C.M.S.A.- 3.3.

Sin plata Con 50 p.p.m. de plata
Figura 2. Morfologfa macroscépica y microscépica de la

cepa CMSA-3.3 de un crecimiento en medio sin
plata 'y en medio MM-HA con plata.
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Agar Nutritivo Medio MM-HA con 50 p.p.m.
de plata

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

Figura 3.- Morfologia macroscdpica y microscpica de 1la
cepa CMSA - 4 de un crecimiento en medio sin
plata y en medio MM-HA con plata.
29 -



TABLA 5. Crec1m1ento de las cepas problema en medio
“con d1ferentes concgntrac1ones‘de'p]g;qr,

Concentratiﬁn" T1em)'*
deAg(Ppm)

0

10

50

100

TABLA 6. Morf

CEPA
;eracroscop1ca”
Colonias: de 0. 5-
CMSA-1 culares; amar111as,
bordes regu]ares
Syrdurasy

Colonias de’. '3.0-8, 0: ‘mm cr
CMSA-3.3  ma, c1rcu1ares “de bordes
regu]ares ap1anadas y

acﬂosde 1 0 x4, 0._ym
_Gram positivos, forman
~-cadenas de no mis de 7

11geramente viscosas, ;4,‘; ‘miembros. Esporulados.
COlonias de 2.0-8.0 mm cre  Bacilos de 0.7 x 4.0.m
CMsA-4 ma, bordes irrequlares, - Gram positivos, forman

un’ poco duras Yy ap]anadas. cadenas de 11 0 més miem-
bros. Esporulados.

Colonias de 2.0-8.0 mm cre  Bacilos de 0.7 x 4.0 4m

CMSA-4 C-1-ma, bordes irregulares, Gram positivos, forman
un poco duras y aplanadas. cadenas de 11 o mds miem-

. bros. Esporulados. j
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También se realxzaron t1nc1ones para cépsula y espo )

bioquimica

105 resu]t:

en laxf;py

TINCION.

Cdpsula Rojo = -
Congo

Tinta China

Esporas
Schaafer y
Fulton

Gram

- 31 -



TABLA 8. Resultados de 1as ptuebas b1oqu1m1cas rea11zadas a 1as cepas
prob]ema ’ : ‘

Prueba-”'

Fermentac n de

Sacarosa
Xilosa
Glucosa
Manitol

Voges Proskauer
" Rojo de metilo

ProdUCC16n de 1ndo1

Citra
Producc16n de. Catalasa

Produccidn de.Oxidasa:
Crecimiento-en- NaCl al
Oxid./Ferm.

* Cepa curadaaf

TABLA 9. Resu]t
efectuad

Antibidtico

Cefotaxima = "~

Ampicilina
Cefalosporina
Cloxacilina
Eritromicina
Gentamicina
Lincomicina
Kanamicina
Estreptomicina
Sulfametoxazol-
Trimetoprim
Tetraciclina
Penicilina

*$ = Sensible, R = re stente; ** Cepa sensib]e con:algun; co]onias
SR resistentes al ant1b16t1co o




En los corrimientos electroforéticos realizados a +

idas de las diferentes cepas problema,.

hicieron las misma

pas problema, mds_'

blema que contiene

ba de resistencia

< pesados) 1 ta -

- 33 -



TABLA 10. Corrimiento k.e-}ectroforétﬂi;o' de plésmidos

Cepa

CMSA -1
CHMSA-3.3
CMSA-4
E. coli 953/

CMSA-1
CMSA-3.3
CMSA-4
E. coli 453

CMSA=T
CHSA-3"
CMSA-4
E. coli

TABLA 1 encia a metales

CMSA-1
CMSA-3.3
CMSA-4
CMSA-4 C-1 fey
E. coli JB3/RP4 =+
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Figura 4. Electroforesis en ‘ge];j’defagarosa
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S DISCUSTION

1a‘hina?dé:ﬁ1été,

acuosas semb
obtuvo ning
dio para Thioba

ron. tres: cef

k,:téﬁpéfaiurt de 37° ggimiénto 3,

de co1oniasﬂgfanaégféﬁgﬁédi65ﬁM“ﬂA‘Conulqonlzob:PiPim-'
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de plata a ‘las 72 h, wostrdndoneos a]lmismo:tiempovque;eg

tas cepasfpu?ﬁﬁn;resiétir'200”

cilos cortos -

m ne esporulados -y de crecimiento .
aerobio la cu o fue posible asignarla’a un. -
género determinado de acuerdo con el manual -

237 -



ergey ja que 1as caracter15t1cas:morfolog1cas, :

hayféh,ja poblacian bacterxana, Io que podria -

T IN



explicar la’altaﬂmortalidad celular que se presen

roforesis se ven te

smﬁdos”Sé'segregah es

expl1car1a71a alta mortalidad

que se'prodUC( al sembrar en un med1o fresco con plata a

.39 -



partir de un medio con p]ata Y 51 relac1onamos ]a pro-

duccibn de capsu]a*coniTa res1stenc1a

pqdryamqs

xiviacitn b1olég1ca de metales.
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CONCLUSTIONES

1.- Se aislaron tres

3.- S6lose observan células capsuladas cuando los baci-

los Gram positivos son cultivados en medio con plata,

1o que nos hace supon sta es parte de un meca

nismo de-defensa efec Q?iﬁhibitpriO‘de Tdsi

jones p]atéL*




6.- Se determing que el p]ésmido'detectado en los bacilos

‘el que confiere la resistencia a los ig







RESUMEN

negativo.



En las dos cepas capsuladas se ha”depecpado,1a‘pre-

sencia de.un por_electroforesis e

resistenc
que codifica
la cédpsul

de 1os‘io

de ésta..
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